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生物 技术 有 很 长 的 发 展 历史 了 ,但 与 生物 过 程 、 生 物 催化 转化 相关 的 知识 体系 却 远 未 成 
熟 。 分 子 生 物 学 与 基因 工程 ， 特 别 是 近年 来 组 学 技术 的 发 展 ， 极 大 地 扩展 和 深化 了 以 生物 反 
应 过 程 的 定量 分 析 与 设计 为 基础 的 生物 反应 工程 学 科 知识 体系 。 酶 或 细胞 催化 转化 的 机 制 ， 
不 同类 型 生物 反应 器 和 生物 反应 过 程 的 分 析 与 设计 ， 细 胞 代谢 网 络 的 分 析 与 调控 等 相关 的 新 
理论 、 新 技术 的 不 断 出 现 ， 丰 富 和 充实 了 生物 反应 工程 的 研究 内 容 。 生 物 反应 工程 在 工业 生 
物 技术 、 医 药 生物 技术 、 环 境 生 物 技术 等 生命 科学 研究 与 应 用 领域 发 挥 越 来 越 重 要 的 作用 。 

本 书 内 容 主 要 分 为 3 部 分 : 第 1 部 分 为 生物 反应 定量 分 析 基 础 ， 主 要 介绍 了 生物 反应 动 
力学 、 细 胞 内 反应 及 代谢 网 络 分 析 基 础 ， 该 部 分 内 容 也 是 生物 反应 工程 学 科 的 基础 ; 第 2 部 
分 为 生物 反应 过 程 分 析 与 设计 原理 ， 论 述 了 生物 反应 器 及 其 原理 、 生 物 过 程 设计 原理 ， 该 部 
分 内 容 是 生物 反应 工程 的 核心 内 容 ; 第 3 部 分 为 生物 反应 工程 的 应 用 ， 主 要 介绍 了 重组 微 生 
物 过 程 、 动 植物 细胞 过 程 及 相关 动力 学 与 反应 器 ， 该 部 分 内 容 是 生物 反应 工程 在 现代 生物 技 
术 中 的 具体 应 用 。 每 一 部 分 均 含 不 同 的 章节 ， 包 含 大 量 的 实例 ， 章 后 附 有 习题 ， 用 于 加 深 学 
生 对 基本 概念 和 原理 的 理解 ， 巩 固 各 章 的 知识 。 

第 1 章 绪论 ， 概 要 介绍 了 生物 反应 工程 的 重要 性 、 主 要 研究 内 容 以 及 发 展 趋势 。 

第 2 章 酶 反应 动力 学 ， 概 述 了 酶 反应 机 制 ， 以 酶 反应 速率 为 重点 ， 介 绍 了 均 相 酶 反应 动 
力学 、 固 定 化 酶 反应 动力 学 ， 并 对 非 水 相 酶 催化 反应 、 辅 助 因 子 工程 等 相关 人 研究 进行 了 较为 
系统 的 总 结 。 

第 3 章 微 生物 反应 质 能 平衡 与 计量 ,通过 黑箱 模型 建立 了 微生物 反应 过 程 的 质量 和 能 量 
平衡 关系 ， 引 入 一 些 重要 的 量化 微生物 反应 过 程 的 概念 ， 是 分 析 以 细胞 为 基础 的 生物 反应 过 
程 、 建 立 反应 动力 学 模型 和 进行 过 程 设计 的 基础 。 

第 4 章 代 谢 网 络 及 其 分 析 、 设 计 基础 ， 简 要 总 结 了 有 关 代 谢 网 络 调控 及 代谢 工程 新 技术 
的 最 新 进展 ， 尤 其 是 基于 组 学 ( 基因 组 学 、 转 录 组 学 、 蛋 白质 组 学 、 代 谢 物 组 学 、 代 谢 通 
量 组 学 等 ) 和 全 局 观点 的 代谢 网 络 调控 及 代谢 工程 研究 ， 介 绍 代谢 网 络 分 析 、 代 谢 通 量 分 
析 方 法 ， 并 通过 具体 实例 讨论 了 代谢 工程 在 微生物 法 生产 化 学 品 、 动 物 细 胞 培养 过 程 中 的 
应 用 。 

第 5 童 微生物 反应 动力 学 ， 在 了解 微 生物 生长 、 代 谢 过 程 基 本 规律 的 基础 上 ， 围 绕 微 生 
物 过 程 的 速率 问题 ,介绍 了 微生物 生长 过 程 (包括 固态 发 酵 ) 中 细胞 生长 、 底 物 消耗 和 产 
物 形 成 的 非 结 构 模 型 ， 以 及 高 温 灭 菌 、 过 滤 除 菌 动力 学 。 该 章 内 容 是 微生物 过 程 的 定量 分 析 
和 设计 的 关键 。 

第 6 童生 物 反 应 过 程 的 传递 ， 主 要 介绍 了 生物 反应 过 程 中 的 传递 ( 特别 是 气 液 传递 ) 
的 相关 概念 和 原理 ， 主 要 包括 生物 反应 体系 的 流 变 学 特性 ， 生 物 反 应 体系 中 的 流体 流动 模 
型 ， 生 物 反 应 器 中 的 搅拌 与 混合 ， 气 液 传 质 动力 学 与 体积 传 质 系数 的 测定 ， 热 量 传递 等 内 
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容 。 该 章 内 容 对 深入 了 解 生 物 反 应 过 程 具 有 重要 意义 。 

第 7 章 生 物 反应 器 工程 ， 介 绍 生物 反应 器 的 概念 、 分 类 与 设计 基础 等 相关 知识 ， 对 几 种 
典型 的 生物 反应 器 〈 机 械 搅拌 式 生物 反应 器 、 气 升 式 生 物 反 应 器 、 膜 生物 反应 器 和 管 式 生 
物 反应 器 ) 的 结构 特点 、 操 作 特 性 及 其 应 用 进行 了 归纳 和 总 结 ， 并 对 生物 反应 器 的 过 程控 
制 及 放大 原则 与 步骤 进行 了 亲 述 。 

第 8 章 发 酵 过 程 设计 ， 以 发 酵 过 程 的 操作 方式 为 重点 ， 介 绍 了 生物 反应 器 选择 的 原则 以 
及 分 批 、 连 续 和 流 加 反应 过 程 中 微生物 生长 代谢 规律 及 过 程 设计 要 点 。 生 物 反应 器 的 选择 与 
过 程 设计 是 生物 工程 〈 尤 其 是 生物 反应 工程 ) 的 中 心 问题 。 

第 9 章 重组 微生物 反应 工程 ， 介 绍 了 重组 微生物 培养 过 程 的 动力 学 特点 ， 结 合 具体 实例 
介绍 重组 微生物 过 程 的 关键 技术 。 

第 10 章 动 、 植 物 细胞 反应 工程 ， 介 绍 了 动 、 植 物 细胞 培养 过 程 的 动力 学 特点 、 培 养 关 
键 技术 、 反 应 器 ， 并 对 其 应 用 领域 做 了 概述 。 

本 书 可 作为 生物 工程 、 生 物 技术 类 本 科 专 业 基础 课 教 材 ， 也 可 供 相关 专业 研究 生 和 科研 
人 员 选 用 。 在 编写 过 程 中 ,编写 人 员 除 考虑 了 教材 的 基础 性 和 系统 性 外 ， 还 适当 考虑 了 内 容 
的 先进 性 和 知识 结构 的 合理 性 ， 在 相关 章节 介绍 了 近年 来 生物 反应 工程 学 科研 究 的 最 新 进 
展 。 本 书 参 考 了 大 量 同 行 专家 的 教材 、 著 作 和 文献 ， 在 此 表示 衷心 的 感谢 。 尽 管 参 加 本 书 编 
写 的 所 有 作者 为 写 好 本 书 付出 了 大 量 艰辛 的 努力 ， 但 由 于 编写 水 平 有 限 ， 书 中 缺点 和 错误 在 
所 难免 ， 恳 请 同行 专家 、 使 用 本 教材 的 师 生 和 其 他 读者 批评 指正 。 


编 者 
2011 年 5 月 于 北京 


第 1 章 绪论 .ee 1 
1.1 生物 反应 工程 是 生物 技术 产业 化 的 桥梁 1 
克 -本 牺 反 应 工程 的 主要 研究 肉 容 | 2 

由 e 十 | 生物 反应 动力 学 Ts 3 
1.2.2 生物 反应 器 及 相关 技术 pe 4 
i 4 
.3 生物 反应 工程 的 发 展 趋势 ooeooooeoooeooeooooeooooooeoeoooooooooooooooeooeooooooooeeoooooooeooeoo 4 
1.3.1 从 微观 角度 揭示 细胞 内 反应 过 程 规律 pp 4 
1.3.2 在 基础 生物 学 研究 中 发 挥 重 要 作用 ee 5 
1.3.3 ”揭示 重组 微生物 与 动 、 植 物 细胞 等 新 型 催化 剂 的 生物 过 程 规律 pp; 5 

第 2 章 酶 反应 动力 学 BR 8 

2.1 酶 的 基本 特征 9 
2.1.1 酶 的 作用 体现 为 可 降低 反应 活化 能 Ne 9 
2.1.2 中 间 复 合 物 学 说 9 
2.1.3 酶 催化 反应 特性 站 RN 10 
2.1.4 酶 活力 ， 人 0 11 
2.1.5 酶 作用 高 效率 的 机 制 和 RN 位 

2.2 均 相 酶 反应 动力 学 和 位 
2.2.1 简单 的 酶 反应 动力 学 标 
A 多 底 物 酶 反应 动力 学 ooooeoeoesoooeooeoooosooooooooeooooooosoeooeocooeooeoeooeoeooeoeosoosaos pp 
2 有 抑制 剂 的 酶 反应 动力 学 oooeoeoosoooeoooosoosooooooooooooeoooeooeooooooeoseooooseessoseoee 25 
2.2.4 激活 剂 对 酶 促 反应 速度 的 影响 oo 29 
分; 公海 固定 化 酶 反应 动力 学 eeoeoeoesooossoseesoeoooesoseeoosooscoseeoeeeoosooseeoecocoocosoeoeeooe 29 

2.3 国定 化 酶 的 性 质 . 和 pp 30 
2.3.1 酶 的 国定 化 方法 和 Ne 30 
2.3.2 国定 化 对 酶 性 质 的 影响 pp 33 
2.3.3 影响 固定 化 酶 促 反 应 的 主要 因素 suasessoseiesse ss. 35 
2.3.4 酶 国定 化 的 效率 评价 pp 36 
2.3.5 固定 化 酶 促 反应 过 程 分 析 人 ee a7 

2.4 酶 的 失 活 动力 学 :1 40 


生物 反应 工程 原理 


加 未 把 应 时 的 热天 活动 办 学 -0555 和 iene 人 40 
为 计 攻 的 对 类 活动 办 党 ene 42 
2.4.3 失 活 动力 学 研究 实例 .pp 44 
2.5 非 水 相 酶 催化 反应 45 
2.5.1 非 水 相 酶 的 特点 45 
2.5.2 酶 非 水 相 催 化 的 几 种 类 型 pp 45 
2.5.3 有 机 介质 对 酶 性 质 的 影响 站 pe 46 
2.5.4 有 机 介质 酶 催化 反应 的 优 到 48 
2.5.5 有 机 介质 中 酶 催化 反应 的 条 件 及 其 控制 ee 49 
2.5.6 非 水 介质 中 酶 催化 反应 在 有 机 合成 中 的 应 用 ese 51 
2.6 辅助 因子 工程 pp S2 
2.6.1 酶 的 辅助 因子 及 其 作用 站 pp 53 
2.6.2 辅助 因子 的 再 生 策略 人 53 
2.7 酶 反应 工程 应 用 站 60 
第 3 章 微生物 反应 质 能 平衡 与 计量 68 
3.1 物质 平衡 68 
3.1.1 黑箱 模型 68 
3.1.2 元 素平 衡 方程 69 
3.2 微生物 反应 的 呼吸 商 和 还 原 度 pp 70 
3 和 反而 的 入 过 关头 73 
3 条 生 和 肥 斋 的 苗 休 种 末 0 73 
3 入 证 惫 必 冰 的 入 济 产 物 得 证 ee 76 
3.4 微生物 反应 的 质量 衡 算 和 gg 
3.4.1 碳 源 衡 算 和 
3.4.2。” 碳 元 素 衡 算 和 nn 78 
3.4.3 ”和 氧 衡 算 eeeee 78 
3.5 微生物 反应 的 能 量 代谢 与 计量 .pp 79 
3.5.1 生物 能 学 与 热力 学 基础 :Ne 70 
3.5.2 微生物 反应 热 的 计量 ee 81 
3.5.3 以 总 有 效能 量 为 基准 的 菌 体 得 这 .pp 82 
第 4 章 ， 代谢 网 络 及 其 分 析 、 设 计 基 础 .pe 86 
本 1 牧 户 泛 径 与 代 放 网络 see 87 
4.1.1 代谢 途径 及 调控 原理 和 RN 87 
4.1.2 代谢 网 络 的 构建 和 pp 88 
4.2 代谢 通 量 分 析 .PN 89 
4.2.1 代谢 通 量 分 析 的 基本 理论 pp 89 
4.2.2 正定 系统 的 代谢 通 量 ppp 90 
4.2.3 超 定 系统 的 代谢 通 量 92 


VI 


4.2.4 不 定 系 统 的 代谢 通 量 一 ”线性 规划 pp 93 
Be 代谢 控制 分 析 | 97 
4.3.1 代谢 控制 分 析 的 一 些 概念 97 
4.3.2 代谢 控制 分 析 的 基本 理论 RN 98 
的 98 
4.4 代谢 网 络 结构 分 析 让 99 
4.4.1 代谢 网 络 的 结构 分 析 简 介 PN 99 
4.4.2 单一 分 支点 处 通 量 分 布 的 控制 pp 100 
4.4.3 反应 分 组 Ne 102 
4.5 代谢 途径 优化 rT 105 
| 酶 反应 动力 学 PT 105 
ee 圭 函 数 近 似 法 ooooooooooooosoooooooooooosoooeoooooooooooooooooooooooeooooooooooooooooooooooo 105 
4.5.3 5 系统 方法 106 
ee ,S| 系统 的 灵敏 度 分 析 ooooooesooooooesooooeoooooooooooeoooooooooooooooeooeooooooooeoooooooe 107 
4.5.5 代谢 途径 的 S 系统 优化 方法 109 
4.6 代谢 工程 的 应 用 110 
4.6.1 代谢 通 量 分 析 的 应 用 ooooeeoeoooooeooeoeoooooooooeoeooooeoooeooooooeeoooeooeoooeooeoeoees 110 

4.6.2 代谢 控制 分 析 在 微生物 代谢 工程 中 的 应 用 
一 一 酿酒 酵母 发 酵 稍 获 糖 生产 乙醇 的 代谢 优化 Ce 111 

4.6.3 代谢 分 析 在 动 、 植 物 细胞 代谢 中 的 应 用 

一 一 哺乳 动物 细胞 培养 的 代谢 通 量 分 析 pp 119 
弟 S 才 入 生物 反应 动 为 学 coding 124 
5.1 细胞 反应 过 程 动力 学 模 刑 pp 124 
5.2 ”微生物 生长 非 结 构 模 型 127 
5.2.1 细胞 生长 过 程 的 速率 与 比 速 率 pp Wp 
5.2.2 微生物 生长 动力 学 128 
S.23 多 底 物 培养 动力 学 模型 PP ee EN Re eT NT 137 
5.2.4 产物 合成 动力 学 ooooooosoooooooosoosooooooeoooooooooooooooooooooooosoooooooooooooooosoioios 139 
5.2.5 底 物 消耗 动力 学 141 
5.3 微生物 生长 结构 模型 简介 oooeoosoooooooooseoseeooeooooecooeeooosoosooooeooeeeoooeooooeoeeosoeooooe 149 
S.3.1 分 室 模 刑 149 
5.3.2 控制 模型 ee 153 
5.3.3 形态 结构 模型 ee 155 
5.3.4 遗传 结构 模 弄 Ne 156 
5.4 固态 发 酵 微 生物 反应 动力 学 eessosssossssusasiosasos 上 misusesiosso satsu a tora ors. 157 
5.4.1 固态 发 酵 微生物 的 特点 37 
5.4.2 国 态 发 酵 菌 体 生 长 模型 pp 158 
5.4.3 国 态 发 酵 基 质 消耗 模型 pp 161 
5.5 微生物 致死 和 过 滤 动 力学 和 162 


i 


E 物 反应 工程 原理 


5.5.1 高 温 灭 菌 动力 学 162 
5.5.2 过 滤 除 菌 动力 学 170 
第 6 这 生物 反应 过 程 的 伟 弟 nse 175 
6.1 生物 反应 体系 的 流 变 学 pp 175 
6.1.1 生物 反应 体系 的 流 变 学 性 质 ee 176 
6.1.2 影响 流 变 性 质 的 因素 pp 178 
6.1.3 流体 性 质 对 生化 过 程 的 影响 RN 180 
6.2 生物 反应 体系 中 的 流体 流动 模型 pp 182 
6.2.1 理想 反应 器 的 流动 模型 ee 182 
6.2.2 非 理 想 反应 器 的 流动 模 刑 pp 185 
6.3 生物 反应 器 中 的 搅拌 与 混合 193 
6.3.1 混合 的 基本 理论 Ne 193 
6.3.2 ”宏观 流体 与 微观 流体 ee 195 
6.3.3 ”生物 反应 器 中 混合 时 间 的 测定 ee 197 
6.3.4 体系 均一 性 对 生物 反应 的 影响 ee 198 
6.4 ”前 切 应 力 对 生物 反应 的 影响 199 
6.4.1 剪 切 应 力 的 概念 199 
6.4.2 前 切 作用 对 生物 过 程 的 影响 PN 203 
6.4.3 低 前 切 反 应 器 的 设计 Ne 210 
6.5 气 i 液 传 质 动力 学 与 氧 的 传递 re 5 | 
6.5.1 气 , - 液 传 质 oo 让 名 
6.5.2 摄 毛 率 913 
6G.3 体积 传 质 系数 ooo ooo oreo e000 000】 0 0】 0 0 0】 0】 ee. 214 
6.5.4 有 关 传 质 系 数 的 关联 ooos00o0osooososssossssosssossssossssossssososososossosossoosssososse 216 
6.5.5 界面 面积 的 测定 eee 3217 
6.6 热量 传递 Ne 218 
6.6.1 传 热 原理 Ne 218 
6.6.2 稳 态 传 孝 pp 219 
6.6.3 生化 反应 过 程 的 传 元 pp 229 
第 7 章 生物 反应 器 工程 .pp 234 
7.1 生物 反应 器 的 概念 、 分 类 与 设计 基础 235 
7.1.1 生物 反应 器 的 概念 235 
7.1.2 生物 反应 器 的 分 类 235 
7.1.3 生物 反应 器 的 设计 基础 RN 238 
7.2 机 械 搅拌 式 后 物 反 应 器 wit 
7.2.1 结构 特点 及 操作 pp pe 
7.2.2 搅拌 功率 的 计算 pe 245 
7.2.3 机 械 搅拌 式 生 物 反应 器 的 应 用 ppp 249 


碍 


7.3 气 升 式 生 物 反 应 器 rT 249 
7.3.1 气 升 式 生物 反应 器 的 结构 特点 及 操作 ee 250 
7.3.2 气 升 式 生 物 反 应 器 的 应 用 ee 252 

FF 属 : 膜 生 物 反 应 器 人 253 
二 并 生 擅 扩 应 实 的 站 物 特 起 民粹 疾 iain 254 
东风 256 

7.5 管 式 生 物 反应 器 证 260 
7.5.1 管 式 生 物 反应 器 的 结构 特点 及 操作 RN 260 
gj 管 式 生 物 反 应 器 的 应 用 TT 260 

7.6 生物 传感器 及 过 程控 制 TT 261 
3.6: 1 生物 反应 过 程 的 重要 相关 参数 TT A 261 
7.6.2 典型 生物 传感器 263 
3 267 

yr 3 ny RR 274 
十 炳 || 放大 对 细胞 代谢 的 影响 oooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooi， nq9s 
6 放大 过 程 的 重要 步骤 pT 278 
fe 放大 原则 与 经 验 放 大 方法 oooooosoossooorosoososossssoaooososososasoosoososoorossssososse 278 

第 8 章 ”发酵 过 程 设计 ees 286 

8.1 生物 过 程 设 计 基 础 与 选择 原则 PP 286 

& 分 批 反 应 过 程 ooooeooeoooooooooooooooooooooooooooooooooeoooooooosoooooeoooooooooooeooeo ee 288 
8.2.1 分 批 反应 过 程 曲线 Ne 288 
8.2.2 分 批 反应 过 程 优化 ee 294 

8.3 连续 反应 过 程 295 
8.3.1 连续 过 程 的 动力 学 特点 oseeseeeeesesseseeeesesoeseseeeoseeseoeesseseeeoeseseeeosseeeeeeeee 295 
8.3.2 连续 反应 过 程 的 动力 学 响应 〔( 过 程 参 数 变 化 对 平衡 的 影响 ) pp 296 
8.3.3 细胞 回流 连续 过 程 pp 309 
8.3.4 连续 反应 过 程 的 优化 pp 314 
8.3.5 连续 反应 过 程 的 应 用 ppp 319 

8.4 流 加 反应 过 程 323 
8.4.1 流 加 过 程 动力 学 ooeooosoeoeoosoeoooooooeeoseeooesoooecoseooosoosooooeooeeoeoooeooooeooeesosesooe 324 
8.4.2 流 加 过 程控 制 技 术 pp 331 

了 废水 生物 处 理工 艺 oooooeooeoeoesoseeooeoeoeeoeseoosoooeeoeeeoosoosooseeoeoeoeooocooeeoeoosooosoee 333 
8.5.1 SBR 生 物 反 应 过 程 pp 333 
8.5.2 UASB 生物 反应 过 程 pp 334 

第 :9 章 重组 微生物 反应 工程 .ee 339 

全 下 .重组 籁 年 和 的 梅 建生 王莽 因 市 种 瑟 代谢 二 种 ae 证 抽 2 341 

9.2 重组 微生物 的 反应 动力 学 基础 nsdn 342 
9.2.1 重组 微生物 的 发 酵 特 点 342 


生物 反应 工程 原理 


9.2.2 重组 微生物 的 质粒 稳定 性 问题 pp 343 
9.2.3 影响 质粒 载体 稳定 性 的 因 素 RT PE ET 344 
9.2.4 质粒 丢失 动力 学 FEE TO Pe Pe ee NN 346 
9.2.5 解决 质粒 不 稳定 性 问题 的 策略 pp 354 
9.3 重组 蛋白 的 高 表达 356 
9.3.1 异 源 蛋 白 在 重组 微生物 中 高 表达 的 基本 策略 ee 356 
9.3.2 异 源 蛋 白 在 酵母 中 的 重组 表达 359 
9.4 利用 重组 微生物 生产 细胞 代谢 产物 ppp 360 
9.4.1 重组 微生物 生产 细胞 代谢 产物 的 形式 ppp 360 
9.4.2 利用 重组 大 肠 杆 菌 生 产 可 生物 降解 材料 pp 360 
9.4.3 利用 重组 微生物 生产 惩 明 质 酸 pp 365 
9.4.4 利用 重组 大 肠 杆 菌 生产 胰岛 素 TR 366 
9.4.5 利用 重组 酿酒 酵母 生产 生物 已 酵 368 
9.5 抗 逆 性 重组 微生物 的 构建 与 应 用 ee 370 
9.5.1 重组 酶 和 重组 细胞 的 抗 道 性 Ne 370 
9.5.2 重组 酶 的 抗 道 性 改造 研究 pp 37T 
9.5.3 重组 细胞 的 抗 道 性 改造 研究 pp 372 
9.6 重组 微生物 培养 过 程 中 的 关键 问题 S00veoniieconi@enniniii 373 
9.7 重组 微生物 的 综合 评价 pp 375 
第 10 章 动 、 植 物 细胞 反应 工程 PN 378 
10.1 动 、 植 物 细胞 工程 概论 379 
10.1.1 动 、 植 物 细 胞 概述 379 
10.1.2 动 、 植物 细胞 工程 的 地 位 及 主要 技术 组 成 pp 381 
10.1.3 动 、 植 物 细 胞 工程 的 应 用 pp 381 
10.2 动物 细胞 反应 原理 和 PN 38 
10.2.1 细胞 分 类 和 细胞 系 站 382 
10.2.2 细胞 的 坏死 与 凋 立 站 386 
10. 2. 3 动物 细胞 生长 动力 学 esessessessessaesesesseeseeseaesossesseseeseaseesesessssesesseesesee 387 
O24 动物 细胞 培养 工艺 TE UN EO 388 
10.2.5 哺乳 动物 外 源 蛋白 质 表达 宿主 细胞 政 造 ee 390 
i103 动 输 细胞 反应 过 程 关 健 入 本 ote 393 
10. 3. 1 培养 类 ee 393 
10. 3.2 ”细胞 培养 的 基本 条 件 和 常规 操作 397 
10. 3.3 ”细胞 培养 生物 反应 器 于 400 
10.4 动物 细胞 培养 技术 的 应 用 站 403 
10.4.1 细胞 生物 学 基础 研究 403 
10. 4.2 ”细胞 作为 毒性 实验 及 安全 性 实验 的 工具 ee 403 
10.4.3 细胞 培养 在 病毒 学 及 病毒 疫苗 生产 中 的 应 用 有 PN 404 
10.4.4 细胞 工程 学 研究 手段 的 建立 及 应 用 .pp 404 


10. 4.5 遗传 疾病 的 产 前 检查 ppp 405 
10.4.6 细胞 培养 药物 测试 ee 405 
10.5 植物 细胞 反应 原理 EE EC EPO PU TN 406 
10.5.1 培养 体系 的 流 变 学 特性 ee 406 
10. 5.2 ”植物 细胞 培养 体系 的 混合 410 
10. 5.3 ”前 切 应 力 对 基 浮 培养 细胞 的 影响 wil 
10. 5.4 植物 细胞 培养 动力 学 413 
10.6 植物 细胞 反应 过 程 关 键 技术 417 
10. 6.1 细胞 固定 化 417 
10. 6.2 植物 细胞 培养 反应 器 .pp 418 
10. 6.3 植物 细胞 培养 规模 的 放大 Ne 419 
10.7 植物 细胞 培养 技术 的 应 用 1 420 
10.7.1 食品 添加 剂 相关 产品 .Nt 420 
10.7.2 利用 植物 细胞 培养 进行 植物 无 性 系 快速 繁殖 ee 421 
10.7.3 在 药物 生产 方面 的 应 用 ee 421 
10.7.4 利用 植物 细胞 生物 转化 ee 422 
10.7.5 其 他 :ee 423 
10.7.6 植物 细胞 培养 技术 应 用 前 景 下 ee 423 


【重要 概念 】 
生物 过 程 、 生 物 反应 动力 学 、 生 物 反应 器 、 发 酵 过 程 、 酶 催化 过 程 


生物 技术 是 一 门将 现代 生物 科学 技术 成 果 应 用 于 大 规模 生产 ， 以 满足 人 类 能 源 、 材 料 和 
化 学 品 需 求 的 技术 。 人 们 可 以 采用 生物 质 原料 来 蔡 代 石油 和 天 然 气 ， 或 采用 生物 学 工艺 过 程 
(如 发 酵 或 生物 催化 ) 来 替代 化 学 工艺 过 程 ， 其 最 终 目的 是 生产 出 性 质 与 现 有 化 学 品 相同 的 
产品 ， 或 者 是 具有 新 性 能 的 产品 。 能 源 的 短缺 、 资 源 的 荐 乏 、 环 境 治 理 的 需求 ， 促 使 工业 生 
物 技术 正在 成 为 继 医药 生物 技术 和 农业 生物 技术 以 后 生物 技术 发 展 的 “第 三 次 浪潮 ”。 

生物 反应 工程 是 生物 技术 成 果 产 业 化 的 基础 。 生 物 反应 工程 相关 理论 的 逐步 完善 ， 使 得 
生物 过 程 的 建立 逐步 摆脱 传统 〈 依 靠 经 验 ) 的 时 代 。 同 时 ， 随 着 生命 科学 的 飞速 发 展 ， 新 
的 理论 和 技术 不 断 涌现 ， 生 物 反应 工程 所 涵盖 的 内 容 也 在 不 断 扩展 ， 不 同学 科 结 合 更 加 紧 
密 。 本 章 概要 性 地 介绍 了 生物 反应 工程 的 重要 性 、 主 要 研究 内 容 以 及 发 展 趋势 。 


1.1 生物 反应 工程 是 生物 技术 产业 化 的 桥梁 


工业 生物 技术 主要 通过 生物 过 程 来 实现 ， 其 实质 是 利用 生物 催化 剂 进行 生物 技术 产品 的 
生产 过 程 ， 其 开发 和 运行 过 程 如 图 1-1 所 示 。 当 过 程 采用 游离 的 整体 微生物 活 细 胞 为 生物 催 
化 剂 时 ， 一般 称 此 为 发 酵 过 程 ( 特定 情况 下 也 可 称 为 微生物 培养 过 程 、 微 生物 转化 过 程 
等 ) ， 而 当 生物 催化 剂 为 游离 或 固定 化 酶 时 ， 此 过 程 则 称 为 酶 反应 过 程 。 

生物 反应 过 程 具有 下 列 特点 : 中 由 于 采用 生物 催化 剂 ， 反 应 过 程 可 在 常温 、 常 压 下 进 
行 ， 且 可 运用 DNA 重组 技术 及 原生 质 体 融 合 等 现代 生物 技术 构建 或 改造 生物 催化 剂 而 赋予 
生物 反应 过 程 以 现实 和 潜在 的 活力 , 但 生物 催化 剂 易于 失 活 、 易 受 环 境 的 影响 和 杂 菌 的 污 
染 ， 一 般 不 能 长 时 间 使 用 。@ 采 用 可 再 生 资源 (来 源 丰富 、 价 格 低廉 ) 为 主要 原材料 ， 过 
程 中 废物 的 危害 性 较 小 ， 但 原料 成 分 往往 难以 控制 ， 给 产品 质量 带 来 一 定 影响 。@ 与 化 工 生 
产 相 比 ， 生 产 设备 较为 简单 ， 能 量 消耗 一 般 也 较 少 , 但 由 于 过 高 的 底 物 或 产物 浓度 常 导致 酶 
的 抑制 或 细胞 不 能 耐 受 如 此 高 的 渗透 压 而 失 活 ， 因 此 反应 液 中 的 底 物 (基质 ) 浓度 不 能 过 
高 ， 这 样 会 导致 很 大 的 反应 器 体积 且 要 求 在 无 杂 菌 污染 情况 下 进行 操作 。@@ 酶 反应 过 程 的 专 
一 性 强 ， 转 化 率 高 ， 但 成 本 较 高 ， 发 酵 过 程 成 本 低 、 应 用 广 ， 但 反应 机 制 复杂 ， 较 难 控制 ， 
反应 液 中 杂质 较 多 ， 给 提取 纯化 带 来 困难 。 
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1-1 生物 过 程 技术 开发 与 运行 示意 图 


与 化 工 工程 类 似 ， 生 物 过 程 的 设计 和 开发 首先 需要 解决 以 下 几 个 问题 。 

(1) 生物 过 程 将 会 如 何 变化 : 要 回答 这 个 问题 ， 首 先 要 对 生物 过 程 所 包含 的 科学 基础 
(包括 微生物 学 、 生 物化 学 、 分 子 生物 学 、 遗 传 学 等 ) 有 足够 的 了 解 。 好 的 生物 催化 剂 是 生 
物 过 程 的 起 点 。 高 通 量 筛选 和 平行 实验 技术 使 得 寻找 一 种 能 完成 特定 反应 的 生物 催化 剂 变 得 
更 加 容易 ， 定 向 进化 与 基因 重组 技术 在 新 生物 催化 剂 的 筛选 中 也 担当 了 重要 的 角色 。 定 向 进 
化 通过 诱 变 产生 变异 体 ， 利 用 基因 改组 方法 ( gene shuffling) 重组 若干 个 基因 。 不 用 引入 额 
外 的 突变 ， 只 需 进 行 不 同 的 重组 ， 就 可 以 在 较 短 的 时 间 内 开拓 出 一 个 更 为 广大 的 序列 空间 ， 
但 仅 有 生物 催化 剂 还 远 远 不 够 。 

(2) 生物 过 程 进行 的 速率 如 何 : 一 旦 确定 采用 特定 的 生物 催化 剂 生产 产品 ， 下 一 步 就 
需要 知道 过 程 进 行 的 速率 。 生 物 反应 动力 学 主要 研究 生物 反应 过 程 的 速率 及 对 其 产生 影响 的 
物理 或 化 学 因素 。 生 物 反应 器 是 生物 反应 进行 的 场所 ， 影 响 生物 过 程 的 多 种 物理 条 件 。 反 应 
采用 整体 微生物 细胞 的 反应 器 则 称 发 醇 钠 ; 凡 采 用 酶 催化 剂 的 反应 器 则 称 为 酶 反应 器 。 另 
外 ， 还 有 适用 于 动 、 植 物 细胞 大 量 培养 的 装置 。 不 同 的 操作 条 件 对 生物 催化 速率 有 很 大 影 
响 ， 如 热力 学 、 传 质 、 生 物 相 互 作 用 、 菌 种 稳定 性 等 。 

(3) 如 何 操作 和 控制 生物 反应 系统 以 获得 最 大 转化 效率 : 这 涉及 可 靠 的 在 线 传感器 、 
在 线 优 化 算法 (on-line optimization algorithm) 及 相应 的 控制 策略 ， 这 些 因素 可 提高 生物 反应 
器 系统 的 可 操作 性 ， 保 证 生物 过 程 的 最 经 济 运行 。 

(4) 如 何以 最 低 成 本 分 离 、 纯 化 得 到 高 纯度 产品 : 这 一 部 分 常 称 为 下 游 加 工 ， 是 生物 
化 学 分 离 工 程 的 主要 内 容 。 在 生物 产品 分 离 、 纯 化 操作 中 ， 标 准 的 化 工 单元 操作 起 着 重要 的 
作用 ， 如 蒸馏 、 吸 附 、 干 燥 、 过 滤 、 沉 淀 等 ， 除 此 以 外 还 包括 一 些 目前 处 于 实验 室 规 模 的 新 
技术 ， 如 层 析 、 电 泳 、 透 析 等 。 


1.2 ”生物 反应 工程 的 主要 研究 内 容 


生物 反应 工程 是 一 门 以 生物 反应 动力 学 为 基础 ， 以 生物 反应 器 为 核心 ， 研 究 生 物 过 程 基 
本 规律 的 学 科 。 生 物 反 应 工程 的 主要 研究 内 容 可 分 为 生物 反应 动力 学 、 生 物 反 应 器 和 生物 反 
应 过 程 的 放大 和 缩小 等 几 个 部 分 。 


1.2.1 生物 反应 动力 学 


生物 反应 动力 学 主要 研究 生物 反应 速率 (主要 是 微生物 发 酵 反 应 、 酶 催化 反应 ) 及 各 
种 因素 对 生物 反应 速率 的 影响 。 生 物 催化 剂 的 性 能 是 决定 速率 大 小 的 主要 因素 ， 而 理化 条 件 
则 会 直接 或 间接 地 影响 速率 。 应 当 指 出 ， 微 生物 反应 动力 学 研究 的 对 象 既 然 是 运动 着 的 物 
质 ， 就 不 能 单纯 地 用 传统 的 静态 变量 如 质量 、 溶 氧 、 菌 体 量 等 进行 描述 ， 而 必须 涉及 许多 动 
态 变量 ， 如 细胞 生长 比 速 率 、 基 质 消耗 比 速率 、CO, 生成 比 速率 、 产 物 生 成 比 速率 等 。 这 些 
动态 变量 一 般 不 能 直接 测量 ， 只 能 根据 动力 学 方程 式 间接 估计 。 

微生物 过 程 的 传统 控制 方法 ， 是 赁 经 验 对 一 些 静 态 变量 (如 pH、 洲 氧 、 残 余 基 质 浓 度 
等 ) 按 设 定点 进行 孤立 控制 ， 没 有 系统 考虑 各 变量 之 间 的 内 在 联系 ， 也 未 能 反映 发 酵 过 程 
的 动态 特性 ， 因 而 带 有 很 大 的 局 限 性 和 盲目 性 。 例 如 ，pH 的 控制 可 用 加 入 酸 、 碱 或 者 增加 
培养 基 中 的 缓冲 成 分 方法 ,或 者 用 调节 各 种 基质 的 补 加 率 来 维持 生理 酸 、 碱 性 物质 的 代谢 平 
衡 的 方法 ， 但 可 能 会 出 现 截 然 不 同 的 结果 。 又 如 ， 为 了 维持 某 一 水 平 的 基质 浓度 ， 采 用 高 水 
平 的 碳 、 氮 平衡 补 料 或 低 水 平 的 碳 、 氮 平衡 补 料 ， 必 然 产 生 大 相 径 庭 的 结果 。 还 有 ， 以 高 菌 
体 浓度 、 低 生长 速率 或 低 菌 体 浓度 、 高 生长 速率 达到 同一 溶 氧 水 平 ， 结 果 也 大 不 相同 。 

要 对 微生物 过 程 进行 优化 控制 ， 必 须 了 解 达 到 高 产 所 必须 具备 的 生产 菌株 生长 状态 
(生长 速率 、 形 态 、 浓 度 等 )， 相 应 的 基质 和 氧 的 需要 率 ， 以 及 各 种 微生物 培养 条 件 对 这 种 
生长 状态 和 需要 量 的 影响 。 由 于 微生物 发 酵 动力 学 主要 研究 微生物 生长 速率 、 基 质 和 氧 消 耗 
速率 、 产 物 生 成 速率 等 动态 变量 之 间 的 关系 以 及 它们 与 发 酵 条 件 之 间 的 关系 ， 因 而 掌握 这 些 
关系 ， 就 能 更 加 系统 、 有 效 地 驾驭 这 些 发 酵 条 件 和 动态 变量 ， 发 酵 过 程 的 控制 问题 也 就 迎 丸 
而 解 了 。 

按 微生物 过 程 动力 学 原理 对 发 酵 过 程 进 行 优化 控制 ， 涉 及 许多 数据 的 采集 、 处 理 、 综 
合 、 运 算 和 参数 估计 ， 并 要 求 具有 实时 性 ， 这 对 于 常规 检测 和 控制 手段 来 说 是 不 可 能 做 到 
的 ， 必 须 采 用 在 线 检测 技术 和 过 程控 制 计算 技术 。 反 过 来 ， 实 施 计算 机 系统 对 发 酵 过 程 的 参 
数 佑 计 与 动态 优化 控制 ， 也 必须 以 能 够 描述 各 变量 变化 速率 之 间 关系 的 动力 学 方程 〈 即 数 
学 模型 ) 为 基础 。 

例如 ， 发 酵 动 力学 研究 的 动态 变量 介绍 如 下 所 述 ; 


菌 体 生长 比 速率 证 二 党 (GD) 
基质 消耗 比 速 率 本 等 (12) 
产物 生成 比 速率 = (13) 
0, 消耗 比 速率 so -- (14) 
C0, 生成 比 速率 qco, = 区 (1-5) 


式 中 : cx 表示 菌 体 浓度 ( 菌 体 量 通常 以 菌 体 干 重 表 示 ); cs 表示 基质 浓度 ; cr 表示 产物 浓 
度 ; co 表示 0, 浓度 ; cco, 表 示 C0, 浓度 。 
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1.2.2 生物 反应 器 及 相关 技术 


生物 反应 器 (bioreactor) 是 生物 技术 转化 为 产品 、 生 产 力 的 关键 设备 ， 其 在 生物 过 程 
中 处 于 中 心地 位 。 生 物化 工 领域 使 用 的 生物 反应 器 是 利用 酶 或 微生物 体 所 具有 的 生物 功能 进 
行 生 化 反应 的 装置 系统 ， 是 一 种 生物 功能 模拟 机 ， 如 发 酵 缸 、 固 定 化 酶 或 固定 化 细胞 反应 器 
等 。 使 用 高 效率 生物 反应 器 的 目的 是 提高 产品 生成 速率 ， 减 少 辅助 设备 ， 降 低 生 产 成 本 ， 获 
得 尽 可 能 大 的 经 济 效益 。 

常见 的 生物 反应 器 除了 发 酵 缸 以 外 ， 与 酶 应 用 相关 的 固定 化 酶 反应 器 也 备 受 关 注 。 固 定 
化 酶 的 研究 始 于 1910 年 ，20 世纪 60 年 代 、70 年 代 已 在 全 世界 普遍 开展 。 酶 的 固定 化 (im- 
mobilization of enzyme) 是 用 固体 材料 将 酶 束缚 或 限制 在 一 定 区 域内 ， 仍 能 进行 其 特有 的 众 
化 反应 并 可 回收 及 重复 利用 的 一 类 技术 。 与 游离 酶 相 比 ， 固 定 化 酶 在 保持 其 高 效 专 一 及 温和 
的 酶 催化 反应 特性 的 同时 ， 又 克服 了 游离 酶 的 不 足 之 处 ， 呈 现 储存 稳定 性 高 、 分 离 回收 容 
易 、 可 多 次 重复 使 用 、 操 作 连 续 可 控 、 工 艺 简便 等 一 系列 优点 。 固 定 化 酶 研究 不 仅 在 化 学 、 
生物 学 及 生物 工程 、 医 学 等 学 科 领 域 异常 活跃 ， 得 到 迅速 发 展 和 广泛 应 用 ， 而 且 具 有 节省 资 
源 与 能 源 、 减 少 或 防治 污染 的 生态 环境 效应 的 优点 ， 符 合 可 持续 发 展 的 战略 要 求 。 近 年 来 ， 
在 固定 化 酶 广泛 应 用 的 基础 上 ， 人 们 发 现 天 然 细胞 本 身 就 具有 多 功能 的 系列 化 反应 系统 ， 采 
用 物理 或 化 学 方法 将 细胞 固定 化 是 利用 酶 或 酶 系 的 一 条 捷径 。 一 个 固定 化 细胞 反应 器 犹如 一 
台 “ 生 命 活 动 功能 推动 机 ”。 固 定 化 细胞 技术 开始 于 20 世纪 70 年 代 ， 其 实际 应 用 程度 已 超 
过 固定 化 酶 。 美国、 欧洲 各 国 、 日 本 均 采 用 固定 化 酶 体 柱 床 工艺 大 规模 生产 高 果糖 浆 。 


1.2.3 生物 反应 过 程 的 放大 


一 个 生物 工艺 过 程 的 开发 总 是 先 从 实验 室 规模 开始 的 ， 然 后 经 小 试 、 中 试 、 生 产 性 试验 
几 个 阶段 才 可 真正 进行 工业 化 规模 生产 ， 这 就 是 生物 反应 过 程 的 放大 。 工 业 生 物 反 应 器 中 总 
存在 一 定 程 度 的 物料 返 混 ， 并且 生物 反应 器 体积 越 大 ， 返 混 越 严重 。 因 此 生物 反应 过 程 放大 
时 ， 不 能 将 实验 室 研究 的 反应 动力 学 参数 简单 地 照搬 到 工业 生产 ， 而 要 采用 适宜 的 放大 方 
法 。 工 业 生产 中 出 现 了 问题 ， 不 可 能 简单 地 在 生产 上 使 用 工业 生物 反应 器 进行 研究 ， 因 为 研 
究 成 本 太 昂 贵 了 ， 而 应 在 实验 室 中 使 用 小 型 生物 反应 器 来 模拟 生产 过 程 进行 研究 ， 这 就 是 生 
物 反 应 过 程 的 缩小 。 无 论 是 放大 ， 还 是 缩小 ， 都 需要 生物 反应 工程 理论 的 指导 。 一 般 的 生物 
反应 器 放大 方法 包括 经 验 放 大 法 、 数 学 模拟 放大 法 和 涉及 因 次 分 析 和 时 间 常 数 的 分 析 放 大 
法 等 。 


1.3 ”生物 反应 工程 的 发 展 趋势 


1. 3.1 从 微观 角度 揭示 细胞 内 反应 过 程 规律 


代谢 处 于 生命 活动 调控 的 末端 ， 是 驱动 生命 过 程 的 化 学 引擎 ， 产 生 能 量 来 驱动 各 种 细胞 
过 程 ， 降 解 和 合成 许多 不 同 的 分 子 。 代 谢 网 络 把 细胞 内 所 有 生化 反应 表示 为 一 个 网 络 ， 反 映 
了 所 有 参与 代谢 过 程 的 化 合 物 之 间 以 及 所 有 催化 酶 之 间 的 相互 作用 ， 是 对 细胞 代谢 的 抽象 表 
达 。 尽 管 不 同 的 物种 有 大 量 的 代谢 反应 ， 代 谢 网 络 却 是 高 度 保守 的 。 近 几 年 来 ， 随 着 数 百 种 
生物 的 全 基因 组 测序 的 完成 以 及 基因 组 注释 信息 的 日 益 完 善 ， 使 得 可 以 依赖 基因 组 信息 较为 
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可 靠 地 重建 物种 特异 的 代谢 网 络 ， 因 此 ， 预 测 代谢 网 络 的 功能 成 为 后 基因 组 时 代 的 基本 任务 
之 一 。 对 代谢 网 络 开展 研究 ， 以 量化 的 方式 了 解 代谢 网 络 的 动力 学 性 能 ， 如 通 量 分 布 、 代 谢 
控制 变量 、 代 谢 节点 刚性 等 ， 有 助 于 更 好 地 认识 和 利用 细胞 代谢 过 程 ， 对 特定 条 件 下 细胞 代 
谢 性 能 进行 预测 ， 从 而 开展 代谢 途径 改造 ， 增 强 细胞 某 一 特定 表 型 。 
1. 3.2 在 基础 生物 学 研究 中 发 挥 重 要 作用 

生物 反应 工程 不 仅 在 生物 过 程 设 计 中 至 关 重 要 ， 在 相关 基础 研究 中 也 发 挥 重要 的 作用 。 
目前 有 很 多 物种 的 基因 组 已 经 完全 测序 ， 确 定 基 因 功 能 (功能 基因 组 学 ) 、 了 解 细胞 内 系统 
各 组 成 元 件 如 何 作用 已 经 是 后 基因 组 学 研究 的 主要 内 容 之 一 。 系 统 生 物 学 整合 基因 组 、 转 录 
组 、 代 谢 组 等 组 学 数据 ， 建 立 整 体 层次 上 的 数学 模型 ， 在 整体 上 描述 生物 反应 过 程 及 其 调控 
机 制 ， 试 图 阐明 生物 体内 各 种 要 素 之 间 相 互 作 用 及 其 动力 学 过 程 。 系 统 生 物 学 基本 研究 思路 
主要 是 获取 数据 、 建 立 模型 、 实 验 验 证 、 修 改 模型 、 再 次 实验 验证 ， 如 图 1-2 所 示 。 随 着 这 
个 过 程 的 进行 ， 人 们 对 生命 活动 规律 的 认识 不 断 深入 ， 实 验 技术 和 方法 也 不 断 发 展 。 可 以 预 
见 ， 未 来 的 基础 研究 创新 和 过 程 设计 开发 之 间 的 距离 会 越 来 越 短 ， 生 化 过 程 研 究 人 员 将 在 不 
同 的 研究 领域 中 起 到 重要 的 作用 。 


ei 新 假说 提出 


模型 


| / 


Co 
数据 分 析 一 一 (数据 获取 


1-2 ”系统 生物 学 研究 示意 图 


1. 3.3 揭示 重组 微生物 与 动 、 植 物 细胞 等 新 型 催化 剂 的 生物 过 程 规律 


随 着 基因 重组 技术 的 发 展 ， 越 来 越 多 的 外 源 基 因 在 微生物 中 表达 ， 为 大 量 生产 异 源 蛋白 

或 改变 微生物 固有 的 代谢 特性 以 提高 初级 或 次 级 代谢 产物 的 生产 能 力 创造 了 条 件 。 重 组 微 生 
物 的 应 用 已 经 使 现代 发 酵 工 业 的 产品 范围 大 大 拓宽 ， 食 品 工业 产品 如 饮料 、 醋 酸 和 面包 等 ， 
医药 工业 产品 如 胰岛 素 、 干 扰 素 、 生 长 激素 、 抗 生 素 和 疫苗 等 ， 应 用 于 农业 中 的 产品 如 天 然 
杀 虫 剂 、 细 菌 肥 料 和 微生物 除草 剂 等 ， 化 学 工业 产品 如 氨基 酸 、 香 料 、 生 物 高 分 子 、 酶 、 维 
生 素 和 单 细胞 蛋白 等 ， 能 源 工业 产品 如 燃料 乙醇 、 丁 醇 等 。 利 用 基因 重组 技术 构建 的 工程 菌 
的 工艺 过 程 不 同 于 传统 的 发 醇 工 艺 。 就 其 操作 对 象 而 言 ， 前 者 含有 带 外 源 基因 的 重组 载体 ， 
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而 后 者 是 单一 的 微生物 细胞 ， 它 们 会 在 生长 代谢 的 诸多 方面 表现 出 不 同 ; 从 工艺 过 程 考虑 ， 
工程 菌 的 发 酵 生产 目的 是 通过 基因 表达 或 是 获得 蛋白 质 或 是 由 于 微生物 新 的 基因 型 所 产生 的 
表 型 变化 一 一 合成 新 的 代谢 产物 。 外 源 基 因 的 高 水 平 表 达 ， 新 代谢 产物 的 大 量 合 成 ， 不 仅 涉 
及 宿主 、 载 体 和 克隆 基因 三 者 之 间 的 相互 关系 ， 而 且 与 其 所 处 的 环境 条 件 息息相关 ， 因 此 ， 
仅 按 传统 的 发 酵 工艺 生产 生物 制品 是 远 远 不 够 的 。 采 用 生物 反应 工程 技术 方法 研究 重组 微 生 
物 的 生长 、 代 谢 动力 学 规律 ， 进 行 生 物 反 应 器 的 改造 和 生物 过 程 的 设计 ， 提 高 菌株 生长 密 
度 ， 强 化 外 源 基因 高 效 表 达 ， 提 高 合成 效率 ， 降 低 分 离 费用 ， 同 时 还 可 缩短 生产 周期 、 减 少 
设备 投资 ， 从 而 达到 降低 成 本 、 提 高 生产 效率 的 目的 。 

利用 动物 细胞 培养 生产 具有 重要 医用 价值 的 酶 、 生 长 因子 、 疫 苗 、 抗 体 、 代 谢 产物 等 ， 
已 成 为 医药 生物 高 技术 产业 的 重要 组 成 。 动 物 细胞 生物 过 程 有 许多 有 别 于 微生物 过 程 的 技 
术 。 动 物 细胞 虽 可 像 微生物 细胞 一 样 ， 在 人 工控 制 条件 的 生物 反应 器 中 进行 大 规模 培养 ， 但 
其 细胞 结构 和 培养 特性 与 微生物 细胞 相 比 ， 有 显著 差别 : 动物 细胞 比 微生物 细胞 大 得 多 ， 
无 细胞 壁 ， 机 械 强度 低 ， 对 剪 切 应 力 敏感 ， 适 应 环境 能 力 差 ; @ 倍 增 时 间 长 ， 生 长 缓慢 ， 易 
受 微生物 污染 ， 培 养 时 须 用 抗生素 ; @ 培 养 过 程 需 氧 量 少 ( 氧 传 质 系数 ha 大 于 10h… 即 可 
满足 每 毫升 10" 个 细胞 的 生长 ) ; 由 培养 过 程 中 细胞 相互 粘连 以 集群 形式 存在 ;名 原 代 培 养 
细胞 一 般 繁 将 50 代 即 退化 死亡 ; @ 代 谢 产物 具有 生物 活性 ， 生 产 成 本 高 ， 但 附加 值 也 高 。 
高 等 生物 细胞 的 生物 过 程 是 个 复杂 的 系统 工程 ， 涉 及 营养 、 传 递 、 固 定 化 技术 、 反 应 器 技术 
等 。 与 微生物 反应 器 相 比 ， 动 物 细 胞 反应 器 主要 解决 的 问题 是 要 按照 动物 细胞 的 生长 要 求 ， 
使 反应 器 具备 低 的 剪 切 效应 、 良 好 的 传递 效果 和 流体 力学 性 质 。 但 在 实际 过 程 中 ， 这 些 原 则 
总 有 一 些 相 互 制约 的 因素 ,为 了 强化 传递 效果 需要 有 一 个 充分 的 混合 环境 (包括 气体 鼓 
泡 ) ， 但 动物 细胞 的 脆弱 性 制约 了 这 个 环境 的 形成 ; 为 提高 培养 介质 中 的 溶 氧 度 需要 有 较 高 
的 氧 分 压 ， 不过， 高 的 氧 分 压 也 影响 了 代谢 产物 的 移出 。 如 何平 衡 这 些 制 约 动物 细胞 生长 代 
谢 的 因素 ， 是 这 类 反应 器 开发 中 要 解决 的 问题 。 


本 章 小 结 

生物 反应 工程 在 生物 技术 产业 化 过 程 中 起 着 重要 的 作用 。 通 过 对 生物 反应 动力 学 、 微 生 
物 和 酶 反应 器 等 的 研究 ， 了 解 生 物 过程 变 化 的 机 制 ， 指 导 生 物 过 程 的 设计 。 在 生命 科学 飞速 
发 展 的 今天 ， 该 学 科 不 仅 应 用 于 工程 设计 ， 还 与 基础 科学 (如 系统 生物 学 等 ) 交叉 融合 ， 
促进 了 生命 科学 的 发 展 。 
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习 题 


1. 生物 反应 工程 如 何在 生物 技术 成 果 产 业 化 过 程 中 起 作用 ? 
2. 生物 反应 工程 的 主要 研究 对 象 和 研究 内 容 有 哪些 ? 
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【重要 概念 】 
酶 反应 动力 学 、 米 氏 常 数 、 固 定 化 酶 、 非 水 相 催化 、 辅 助 因 子 


酶 是 一 种 具有 特殊 催化 能 力 的 生物 催化 剂 ， 细 胞 新 陈 代谢 所 包括 的 化 学 反应 几乎 都 是 在 
酶 的 催化 下 进行 的 ， 没 有 酶 的 参与 ， 新 陈 代谢 只 能 以 极其 缓慢 的 速度 进行 ， 生 命 活动 就 根本 
无 法 维持 。 近 年 来 ， 酶 催化 反应 已 越 来 越 多 地 应 用 于 医药 、 食 品 、 农 药 、 香 料 、 日 用 化 学 品 
等 精细 有 机 合成 领域 。 目 前 ， 生 物 催化 已 经 逐渐 被 市 场 接纳 ， 创 造 了 巨大 的 经 济 价值 。 

以 重要 的 化 学 中 间 体 6- 羟基 烟 酸 的 生产 为 例 ，6- 羟 基 烟 酸 在 医药 、 材 料 、 农 药 等 领域 应 
用 广泛 ， 是 合成 吡啶 甲 胺 类 农药 的 重要 中 间 体 ， 与 硅 反 应 可 生成 一 种 发 冷光 的 材料 ， 和 和 氯 反 
应 可 生成 的 5, 6- 二 氯 烟 酸 ， 是 一 种 可 以 阻止 人 体 对 脂肪 的 吸收 和 促进 脂肪 酶 对 脂肪 降解 的 物 
质 ， 可 以 作为 一 种 减肥 药 。 瑞 士 Lonza 公司 利用 无 色 杆 菌 (Achromobacter xylosoxidans) 中 凑 
化 酶 可 高 效 催化 烟 酸 6- 产 化 生成 6- 羟 基 烟 酸 ， 该 方法 已 成 功 替 代 原 有 的 化 学 催化 工艺 。 目 
前 我 国 也 掌握 了 生物 催化 合成 6- 羟 基 烟 酸 的 关键 技术 ， 解 决 了 6- 羟基 烟 酸 进口 价格 昂贵 的 
问题 。 

在 手 性 化 合 物 的 合成 方面 ， 由 于 手 性 药物 的 不 同 对 映 体 作 用 不 同 ， 如 巴 比 妥 药 DMBB 
与 MPPB 左旋 (- )- 异 构 体 均 具 有 抗 惊厥 性 ， 而 右 旋 (+ )- 异 构 体 的 功能 则 是 促 惊 厥 ， 从 疗效 
和 安全 性 出 发 ， 单 一 对 映 体 的 分 离 和 定向 合成 十 分 必要 。 由 于 酶 在 催化 中 的 高 选择 特性 ， 生 
物 催化 法 在 手 性 技术 领域 的 份额 正 逐 渐 增 加 ， 被 认为 是 一 种 更 有 效 、 更 经 济 的 手 性 合成 法 。 
德国 BASF 公司 已 经 建立 了 酶 法 拆 分 手 性 仲 醇和 手 性 胺 的 技术 平台 ， 浙 江 大 学 使 用 非 水 相 酶 
催化 技术 生产 $- 烯 丙 醇 酮 和 $- 氰 醇 等 拟 除虫菊 酯 中 间 体 的 工艺 也 已 经 在 工业 上 大 规模 应 用 。 
利用 酶 的 催化 专 一 性 合成 头孢 菌 素 ， 只 用 两 步 就 可 以 替代 传统 的 化 学 法 生产 ， 从 而 减少 了 工 
艺 流程 ， 提 高 了 产量 和 纯度 。 

酶 促 反 应 动力 学 (kinetics of enzyme-catalyzed reaction ) 是 在 生物 催化 过 程 的 基础 上 ， 研 
究 酶 促 反 应 的 速度 以 及 影响 此 速度 的 各 种 因素 ， 如 底 物 浓度 、 酶 浓度 、 抑 制剂 与 激活 剂 、 
pH 和 温度 等 ， 寻 找 有 利 的 反应 条 件 ， 较 大 限度 地 提高 酶 催化 反应 的 效率 。 研 究 酶 反应 动力 
学 规律 的 著名 的 米 氏 方程 (Michaelis Menten equation ) ， 是 由 Michaelis 和 Menten (图 2-1) 
于 1913 年 提出 的 反应 速度 和 底 物 浓度 关系 的 数学 方程 式 。 他 们 应 用 “快速 平衡 ”解析 方法 
对 该 速率 方程 进行 了 详细 的 研究 。 米 氏 方 程 又 名 Michaelis-Menten 方程 ， 常 简称 为 “M-M” 
方程 。1925 年 ,研究 人 员 提 出 了 “ 稳 态 法 ”解析 方法 ,对 M-M 方程 的 推导 方法 进行 了 修 
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正 ， 更 准确 地 描述 酶 催化 过 程 。 目 前 酶 促 反 应 动力 学 已 得 到 快速 发 展 ， 动 力学 方程 也 被 不 断 
地 完善 。 

对 于 从 事 酶 应 用 研究 的 工程 技术 人 员 ， 除 了 要 了 解 酶 的 反应 机 制 之 外 ， 应 着 重 研究 酶 的 
总 反应 速率 ， 从 而 定量 解析 影响 总 反应 速率 的 各 种 因素 ， 建 立 可 靠 的 总 反应 速率 方程 式 ， 发 
挥 酶 催化 反应 的 高 效率 ， 寻 找 最 有 利 的 反应 条 件 ， 为 反应 器 的 合理 设计 和 酶 催化 反应 操作 条 
件 的 最 优化 奠定 基础 。 


Michaelis L Menten ML 


图 2-1 米 氏 方程 提出 者 Michaelis L 和 Menten ML 


2.1 酶 的 基本 特征 


酶 是 生物 为 提高 其 生化 反应 效率 而 产生 的 生物 催化 剂 ， 酶 的 蛋白 质 属性 普遍 被 人 们 接 
受 ， 少 数 酶 同时 含有 少量 的 糖 和 脂肪 。20 世纪 80 年 代 初 ， 人 研究 人 员 发 现 了 有 催化 功能 的 
RNA ， 并 称 之 为 核 酶 ， 核 酶 是 唯一 的 非 蛋白 酶 ， 能 够 催化 RNA 分 子 中 的 磷酸 酯 键 的 水 解 及 
其 逆反 应 。 在 生物 体内 ， 所 有 的 反应 均 在 酶 的 催化 作用 下 完成 ， 几 乎 所 有 生物 的 生理 现象 都 
与 酶 的 作用 紧密 联系 ， 目 前 已 知 的 酶 有 3000 余 种 。 国 际 生 物化 学 协会 (IUB) 根据 催化 反 
应 的 类 型 ， 将 酶 分 为 6 大 类 : 氧化 还 原 酶 、 转 移 酶 、 水 解 酶 、 裂 合 酶 、 异 构 酶 、 合 成 酶 。 


2.1.1 酶 的 作用 体现 为 可 降低 反应 活化 能 


在 任何 化 学 反应 中 ， 反 应 物 分 子 必 须 超过 一 定 的 能 阔 ， 成 为 活化 的 状态 ， 才 能 发 生变 
化 ， 形 成 产物 。 这 种 促使 低能 分 子 达 到 活化 状态 的 能 量 ， 称 为 活化 能 。 催 化 剂 的 作用 主要 是 
降低 反应 所 需 的 活化 能 ， 以 致 相同 的 能 量 能 使 更 多 的 分 子 活化 ， 从 而 加 速 反应 的 进行 。 酶 作 
为 生物 催化 剂 的 作用 同样 是 降低 反应 的 活化 能 ， 加 快 生化 反应 的 速率 ， 但 它 不 改变 反应 的 方 
向 和 平衡 关系 ， 即 它 不 能 改变 反应 的 平衡 常数 ， 而 只 能 加 快 反应 达到 平衡 的 速率 。 酶 在 反应 
过 程 中 ， 其 立体 结构 和 离子 价 态 可 以 发 生 某 种 变化 ， 但 在 反应 结束 时 ， 一 般 酶 本 身 不 消耗 ， 
并 恢复 到 原来 状态 。 由 于 酶 可 以 显著 地 降低 活化 能 ， 故 表现 出 高 度 的 催化 效率 (图 2-2)。 例 
如 ， 过 氧化 氧 酶 催化 过 氧化 氢 的 分解 ， 可 将 无 催化 剂 时 的 反应 活化 能 从 75.31kJ . mol : 降 
低 为 8.37kJ .mol- 1。 


2. 1.2 中 间 复 合 物 学 说 


一 般 认 为 ， 酶 催化 某 一 反应 时 ， 首 先是 在 酶 的 活性 中 心 与 底 物 结合 生成 酶 - 底 物 复合 物 ， 
此 复合 物 再 进行 分 解 而 释放 出 酶 ， 同 时 生成 一 种 或 数 种 产物 ， 此 过 程 可 用 式 (2-1) 表示 。 


生物 反应 工程 原理 


自由 能 G 


反应 过 程 
2-2 酶 促 反 应 过 程 中 能 量 的 变化 
EE 表示 酶 ，S 表示 底 物 ; P 表示 产物 ;ES 表示 酶 底 物 复合 物 ，EP 表示 酶 产物 复合 物 ; 
AG 表示 自由 能 变化 ，cat 表示 有 催化 剂 ，uncat 表示 无 催化 剂 ， 圭 表示 活化 能 峰值 


E+S———ES— E+P (2-1) 
式 中 , EE 表示 酶 ，S 表示 底 物 ，ES 表示 酶 与 底 物 形 成 复合 物 (中 间 产 物 ) ，P 表示 反应 产 
物 。 由 于 ES 的 形成 速度 很 快 ， 且 很 不 稳定 ， 一 般 不 易 得 到 ES 复合 物 存 在 的 直接 证 据 。 但 
从 溶菌 酶 结构 的 研究 中 ,已 制 成 它 与 底 物 形成 复合 物 的 结晶 ， 并 得 到 了 X 射线 衍射 图 ， 证 
明了 ES 复合 物 的 存在 (图 2-3)。ES 的 形成 ,改变 了 原来 反应 的 途径 ,可 使 底 物 的 活化 能 
大 大 降低 ， 从 而 使 反应 加 速 。 


2-3 溶菌 酶 催化 反应 时 与 底 物 结合 形成 中 间 复 合 物 的 空间 结构 


2.1.3 酶 催化 反应 特性 


与 化 学 催化 剂 相 比较 ， 酶 作为 生物 催化 剂 具 有 以 下 几 点 鲜明 的 特征 。 

(1) 高 效 性 : 酶 的 催化 效率 比 化 学 催化 剂 高 107 ~108 倍 ， 比 非 催化 反应 高 10: ~ 102 倍 。 例 
如 ， 过 氧化 氨 分 解 反应 (2H,0, 一 一 2HO +0,) 用 Fe! 催化 ,效率 为 6 x1074 mol . mol-: 。 
s ， 而 用 过 氧化 氢 酶 催化 ， 效 率 为 6x10“mol .mol .s-。 

(2) 专 一 性 : 由 于 酶 蛋白 具有 的 特殊 的 立体 结构 ， 使 得 酶 只 能 对 特定 的 一 种 或 一 类 底 物 
起 作用 。 根 据 作 用 底 物 的 不 同 ， 酶 的 专 一 性 分 为 绝对 专 一 性 、 相 对 专 一 性 和 立体 异 构 特异 
性 : 中 绝对 专 一 性 是 指 一 种 酶 只 作用 于 一 种 底 物 ， 催 化 特定 的 反应 ， 如 脲酶 只 能 催化 尿素 生 
成 所 和 二 氧化 碳 ， 而 不 能 催化 甲 基 尿素 的 水 解 。@ 相 对 专 一 性 是 指 酶 对 结构 相近 的 一 类 底 物 
都 有 作用 ， 也 可 细 分 为 键 专 一 性 和 基 团 专 一 性 。 基 团 (group) 专 一 性 ， 如 B- 葡 萄 糖苷 酶 ， 
催化 由 B- 葡 萄 糖 所 构成 的 糖苷 水 解 ， 但 对 于 糖苷 的 另 一 端 没 有 严格 要 求 。 键 (bond) 专 一 
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性 的 例子 如 酯 酶 催化 酯 的 水 解 ， 对 于 酯 两 端的 基 团 没有 严格 的 要 求 。@ 立 体 异 构 特 异性 是 指 
酶 对 底 物 的 立体 构 型 有 特异 要 求 ， 它 只 对 底 物 的 某 一 种 构 型 起 作用 ， 而 不 催化 其 他 异 构 体 ， 
可 以 细 分 为 光学 专 一 性 和 几何 异 构 专 一 性 。 例 如 万 乳酸 脱氧 酶 的 底 物 只 能 催化 二 乳 酸 ， 而 
不 能 以 D- 乳 酸 为 底 物 。 酶 的 立体 构 型 特异 性 表明 ， 酶 与 底 物 的 结合 至 少 存在 3 个 结合 位 点 。 

(3) 反应 条 件 温和 : 酶 促 反 应 一 般 在 常温 、 常 压 、 中 性 pH 条 件 下 进行 ， 酶 反应 条 件 温 
和 但 不 稳定 ， 剧 烈 条 件 如 强酸 、 强 碱 、 有 机 洲 剂 、 重 金属 盐 、 高 温 、 紫 外 线 、 剧 烈 振 荡 等 任 
何 使 蛋白 质变 性 的 理化 因素 都 可 能 使 酶 变性 而 失去 其 催化 活性 。 

(4) 酶 的 催化 活性 可 调节 控制 : 如 抑制 剂 调节 、 共 价 修饰 调节 、 反 馈 调节 、 酶 原 激活 及 
激素 控制 等 。 还 有 些 酶 催化 活力 与 辅酶 、 辅 基 及 金属 离子 有 关 。 

作为 生物 催化 剂 , 虽然 酶 具有 以 上 的 特殊 性 质 , 但 酶 在 生产 过 程 存在 提取 工艺 烦琐 ,成 
本 昂贵 ， 且 大 多 在 水 溶液 中 进行 反应 等 限制 因素 ， 制 约 了 酶 的 工业 化 应 用 。 


2.1.4 酶 活力 


1. 酶 活力 定义 ” 酶 活力 又 称 酶 活 ， 是 指 酶 催化 化 学 反应 的 能 力 。 酶 活力 的 大 小 可 用 在 
一 定 的 条 件 下 酶 催化 某 一 化 学 反应 的 反应 速度 来 表示 。 二 者 之 间 的 关系 为 ， 酶 催化 的 反应 速 
率 越 大 ， 酶 的 活力 就 越 大 ; 反应 速率 越 小 ， 酶 的 活力 就 越 低 。 所 以 ,测定 酶 的 活力 就 是 测定 
酶 所 催化 的 化 学 反应 的 速度 。 化 学 反应 速度 可 用 单位 时 间 内 底 物 的 减少 量 或 产物 的 生成 量 来 
表示 。 但 是 ,在 一 般 的 酶 促 反 应 体系 中 ， 底 物 的 量 往往 是 过 量 的 。 底 物 减 少量 仅 为 底 物 总 量 
的 很 小 一 部 分 ， 不易 准确 测定 。 而 产物 从 无 到 有 ， 4 
较 易 准确 测定 。 由 于 在 酶 促 反 应 中 ， 底 物 的 减少 与 
产物 的 增加 速率 相等 ， 因 此 一 般 用 单位 时 间 内 产物 
生成 的 量 来 表示 酶 催化 的 反应 速度 。 但 必须 注意 ， 
酶 促 反 应 动力 学 所 指明 的 速度 是 反应 的 初速 度 ， 因 
为 此 时 反应 速度 与 酶 的 浓度 呈正 比 关 系 ， 这 样 避免 
了 反应 产物 以 及 其 他 因素 的 影响 (图 2-4)。 根 据 | 
酶 促 反应 的 速率 曲线 ， 测 定 酶 活力 要 测定 反应 的 初 0 时 间 四 
速度 (例如 底 物 开始 反应 后 5 ~10min 所 具有 的 速 图 2-4” 酶 促 反 应 的 时 间 进 程 曲 线 
度 ) 。 

2. 酶 活力 单位 ” 酶 活力 的 大 小 可 用 酶 活力 单位 来 表示 。 酶 活力 单位 是 指 在 特定 的 条 件 
下 ， 酶 促 反 应 在 单位 时 间 内 生成 一 定量 的 产物 或 消耗 一 定量 的 底 物 所 需 的 酶 量 。 这 种 表示 法 
随 测定 条 件 不 同 而 异 ， 国 际 上 通用 的 酶 活力 单位 有 以 下 两 种 。 

(1) 国际 单位 : 1961 年 ， 国 际 酶 学 委员 会 (Enzyme Commission ，EC) 规定 : 1 个 酶 活 
力 国 际 单位 (international unit，IU) 是 指 在 25%C 、 最 适 底 物 浓度 、 最 适 缓冲 液 的 离子 强度 
以 及 最 适 pH 等 条 件 下 ， 每 分 钟 催化 减少 lumol . 工 -天 底 物 或 生成 1umol . 工 -产物 所 需 的 酶 
量 。 如 果 酶 的 底 物 中 有 一 个 以 上 的 可 被 作用 的 键 或 基 团 ， 则 一 个 国际 单位 是 : 每 分 钟 催化 
1umol * L "的 有 关 基 团 或 键 的 变化 所 需 的 酶 量 。 

(2) 转换 数 (turnover number，TN ) : 在 最 适 条 件 下 ， 每 秒 钟 或 每 分 钟 每 个 酶 分 子 转换 
底 物 的 分 子 数 ， 或 每 秒 钟 或 每 分 钟 每 摩尔 酶 转换 底 物 的 摩尔 数 ， 即 Katal (Kat) 单位 。 为 了 
使 酶 的 活力 单位 与 国际 单位 制 中 的 反应 速度 表达 方式 相 一 致 ，1972 年 国际 酶 学 委员 会 推荐 
使 用 Kat 单位 。Kat 单位 和 国际 单位 之 间 的 换算 关系 : 1Kat =6x107U。 


产物 浓度 
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(3) 比 活力 : 酶 的 比 活力 也 称 为 比 活性 ， 是 指 每 毫克 酶 蛋白 所 具有 的 活力 单位 数 。 有 时 
也 用 每 克 酶 制剂 或 每 毫升 酶 制剂 所 含有 的 活力 单位 数 来 表示 。 比 活力 是 表示 酶 制剂 纯度 的 一 
个 重要 指标 。 对 同一 种 酶 来 说 ， 酶 的 比 活力 越 高 ， 纯 度 越 高 。 

测定 酶 的 活力 常 使 用 的 方法 : 分 光 光 度 法 、 荧 光 法 、 放 射 性 核 素 测定 法 、 电 化 学 法 等 。 


2.1.5 酶 作用 高 效率 的 机 制 


酶 高 效 催化 的 机 制 目前 仍然 不 是 十 分 清楚 ， 但 研究 发 现 影响 酶 高 效 催化 的 主要 因素 包括 
以 下 4 种 。 

(1) 趋 近 效应 (approximation) 和 定向 效应 (orientation ) : 酶 可 以 将 它 的 底 物 结合 在 它 
的 活性 部 位 。 由 于 化 学 反应 速度 与 反应 物 浓度 成 正比 ， 在 反应 系统 的 某 一 局 部 区 域 ， 底 物 浓 
度 增加 ， 则 反应 速度 也 随 之 增加 。 此 外 ， 酶 与 底 物 间 的 靠近 具有 一 定 的 取向 ， 这 样 底 物 分 子 
才 被 作用 ， 大 大 增加 ES 复合 物 进入 活化 状态 的 概率 。 

(2) 张力 作用 (distortion or strain) : 底 物 的 结合 可 诱导 酶 分 子 构象 发 生变 化 ， 比 底 物 大 
得 多 的 酶 分 子 的 三 、 四 级 结构 的 变化 ， 也 可 对 底 物 产生 张力 作用 ， 使 底 物 扭 曲 ， 促 进 底 物 和 
酶 复合 物 进 入 活化 状态 。 

(3 ) 酸 碱 催化 作用 ( acid-base catalysis) : 酶 的 活性 中 心 具 有 某 些 氨 基 酸 残 基 的 R 基 团 ， 
这 些 基 团 往往 是 良好 的 质子 供 体 或 受 体 ， 在 水 溶液 中 ， 这 些 广义 的 酸性 基 团 或 碱 性 基 团 对 许 
多 化 学 反应 是 有 力 的 催化 剂 。 

(4) 共 价 催化 作用 (covalent catalysis) : 某 些 酶 能 与 底 物 形成 极 不 稳定 的 、 共 价 结合 的 
ES 复合 物 ， 这 些 复 合 物 比 无 酶 存在 时 更 容易 进行 化 学 反应 。 


2.2” 均 相 酶 反应 动力 学 


酶 促 反 应 动力 学 是 研究 酶 促 反 应 速度 的 规律 以 及 影响 酶 促 反 应 速度 的 各 种 因素 的 科学 。 
影响 酶 促 反 应 速度 的 因素 主要 包括 酶 浓度 、 底 物 浓 度 、pH、 温 度 、 抑 制剂 和 激活 剂 等 。 在 
人 研究 某 一 因素 对 酶 促 反应 速度 的 影响 时 ， 应 该 维持 反应 中 其 他 因素 不 变 ， 而 只 改变 要 研究 的 
因素 。 但 必须 注意 ， 酶 促 反 应 动力 学 中 所 指明 的 速度 是 反应 的 初速 度 ， 因 为 此 时 反应 速度 与 
酶 的 浓度 呈正 比 关系 ， 这 样 避 免 了 反应 产物 以 及 其 他 因素 的 影响 。 

酶 促 反 应 动力 学 的 研究 有 助 于 阐明 酶 的 结构 与 功能 的 关系 ， 也 可 为 酶 作用 机 制 的 研究 提 
供 数据 ， 有 助 于 寻找 最 有 利 的 反应 条 件 ， 最 大 限度 地 发 挥 酶 催化 反应 的 高 效率 ， 有 助 于 了 解 
酶 在 代谢 中 的 作用 或 某 些 药物 作用 的 机 制 等 ， 该 研究 具有 重要 的 理论 意义 和 实际 意义 。 

均 相 酶 反应 是 指 酶 与 反应 物 处 于 同一 相 一 一 液 相 的 酶 催化 反应 ， 因 此 它 不 存在 相间 的 物 
质 传 递 。 均 相 酶 反应 动力 学 所 描述 的 是 反应 速率 与 反应 物 的 基本 关系 ,反映 了 该 反应 过 程 的 
本 征 动力 学 关系 ， 而 且 酶 与 反应 物 的 反应 ， 也 是 分 子 水 平 上 的 反应 。 因 而 均 相 酶 反应 动力 学 
作为 阐明 酶 反应 机 制 的 重要 手段 而 得 到 了 发 展 。 它 通过 研究 反应 速率 的 各 种 因素 ， 对 各 基 元 
反应 过 程 〈 只 包含 一 个 基 元 步骤 的 反应 ， 即 没有 中 间 产 物 一 步 完成 的 反应 ) 进行 静态 和 动 
态 的 分 析 ， 获 得 反应 机 制 的 有 关 信 息 。 


2.2.1 简单 的 酶 反应 动力 学 


简单 的 酶 催化 反应 动力 学 是 指 由 一 种 反应 物 ( 底 物 ) 参与 的 不 可 逆反 应 。 属 于 此 类 反 
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应 的 有 酶 催化 的 水 解 反应 和 异 构 化 反应 。 这 种 简单 的 单 底 物 酶 催化 动力 学 ， 是 酶 反应 动力 学 
的 基础 。 

1. 酶 浓度 对 反应 速度 的 影响 在 酶 促 反 应 过 程 中 ， 在 一 定 的 温度 和 pH 条 件 下 ， 当 底 物 
浓度 大 大 超过 酶 的 浓度 时 ， 随 着 酶 浓度 的 增加 ， 形 成 的 酶 - 底 物 中 间 复 合 物 的 量 也 增加 ， 反 
应 加 速 。 如 图 2-5 所 示 ， 酶 的 浓度 在 一 定 范围 内 与 反应 速度 旦 正比 关 系 。 

2. 单 底 物 酶 反应 动力 学 

1) 底 物 浓度 与 酶 促 反 应 速度 的 关系 曲线 : 在 其 他 因素 ， 如 酶 浓度 、pH、 温 度 等 不 变 的 情 
况 下 ， 底 物 浓度 的 变化 与 酶 促 反应 速度 旦 和 矩 形 双 曲 线 关 系 (rectangular hyperbola) (图 2-6) 。 
在 底 物 浓度 很 低 时 ， 由 于 酶 分 子 呈 现 过 剩 状态 ， 反 应 速度 随 底 物 浓度 的 增加 而 急剧 上 升 ， 两 
者 呈正 比 关 系 ， 表 现 为 一 级 反应 ( first order reaction) 。 当 底 物 浓度 较 高 时 ， 反 应 速度 随 底 物 
浓度 的 增加 而 缓慢 增加 ， 表 现 为 混合 级 反应 ( mixed order reaction) 。 当 底 物 浓度 达到 一 定 极 
限时 ， 反 应 速度 达到 最 大 值 ， 表 现 为 零 级 反应 (zero order reaction ) 。 此 时 ， 酶 处 于 饱和 状 
态 。 所 有 的 酶 都 有 饱和 现象 ， 只 是 达到 饱和 时 所 需 的 底 物 浓度 不 同 而 已 。 


A 


十 vt 
4 上 六 = 上 上------------------------==- 
胡 3| 
疯 “混合 级 反应 
尽 ?| 1/2Vnax|----- Wi 
1 -| 
0 ， ， 呈 | 
2 4 6 8 10 : 一 
酶 浓度 ce O Os 
2-5 ” 酶 浓度 对 反应 速度 的 影响 图 2-6 底 物 浓度 对 反应 速度 的 影响 


对 酶 促 反 应 来 说 ， 影 响 其 速度 的 最 关键 因素 是 底 物 浓度 cs。 研 究 底 物 浓度 的 影响 时 ， 
常 因 反 应 过 程 中 底 物 不 断 向 产物 转变 而 使 问题 复杂 化 ， 因 此 在 动力 学 实验 中 通常 使 用 一 各 
单 的 方法 ， 即 在 底 物 浓度 远大 于 酶 浓度 的 条 件 下 ， 测 定 反 应 最 初 瞬间 的 速度 ， 通 常 称 为 初速 
度 ww。 如 果 时 间 足 够 短 ，cs 的 变化 可 以 忽略 不 计 。 

2) 米 氏 方程 : 单 底 物 酶 反应 动力 学 指 由 一 种 反应 底 物 参与 的 不 可 逆反 应 。 属 于 此 类 反 

应 的 有 酶 的 水 解 反应 和 蜡 构 化 反应 。 这 种 简单 的 单 底 物 酶 反应 动力 学 是 酶 反应 动力 学 的 基 
础 。 解 释 酶 促 反 应 中 底 物 浓度 和 反应 速度 关系 的 最 合理 学 说 是 中 间 产 物 学 说 ， 是 Henri 和 
ee 即 酶 和 底 物 结合 而 形成 ES 是 酶 促 反应 的 必需 步骤 。 酶 首先 与 底 物 

合生 成 酶 与 底 物 复合 物 (中 间 产 物 ) ， 此 复合 物 再 分 解 为 产物 和 游离 的 酶 。Michaelis 和 
> 一 个 底 物 结合 位 点 的 单 底 
物 酶 催化 反应 ， 最 简单 的 反应 方程 式 为 


三 局 
E+S—ES— E+P (2) 
式 中 : E 表示 游离 酶 ;ES 表示 酶 底 物 复合 物 ; S 表示 底 物 ; P 表示 产物 ; hh 、k_1!、; 表示 


相应 各 步 的 反应 速率 常数 。 
在 米 氏 方程 推导 过 程 中 ， 假 设 与 底 物 浓度 相 比 ， 酶 的 浓度 很 小 ， 因 而 可 以 忽略 由 于 生成 
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中 间 复 合 物 而 消耗 的 底 物 ; 户 < k_，， 酶 、 底 物 、 酶 - 底 物 复合 物 之 间 达 到 平衡 态 (equilib- 
rium) ， 即 了 + S 一 一 ES 之 间 的 平衡 迅速 建立 ,复合 物 解 离 形成 的 产物 P 浓度 很 低 ， 不 足以 
破坏 这 一 平衡 ， 则 
keane = hb (2-3) 
十- CECs _ kl 
ES 的 解 离 常数 K。= 卫 = 二 ， 则 
Cis k 


二 (2-4) 
反应 过 程 中 ， 酶 的 浓度 保持 恒定 ， 即 cg。 = css + ce; 
而 mw = icers ， 所 以 

和 (2.5) 


CEo 0 
若 底 物 浓度 很 高 ， 所 有 的 酶 都 以 酶 - 底 物 复合 物 形式 存在 ， 初 速度 w 达到 最 大 值 V.、 
i = cs， 以 Vs 代 赫 cs。 ， 则 


“es 


时 ， 
V 
-= 020) 
此 式 即 为 M-M 方程 或 米 氏 方程 。 式 中 : Vi 表示 最 大 反应 速度 ; cs 表示 底 物 浓度 ; K。 
表示 米 氏 常数 (Michaelis constant) ; v 表示 在 不 同 cs 时 的 反应 速度 。 


当 底 物 浓度 很 低 (cs<Ks) 时 ， 则 w = Vacs ， 反应 速度 与 底 物 浓度 成 正比 。 


当 底 物 浓度 很 高 (cs 写 Ks) 时 ,，v 二 Vs， 反 应 速度 达到 最 大 速度 ， 再 增加 底 物 浓度 也 不 
影响 反应 速度 。 

米 氏 方程 通常 假设 底 物 浓度 远 高 于 酶 浓度 ， 作 为 催化 剂 的 酶 在 反应 中 只 需要 低 浓度 存 
在 ， 因 此 对 少量 饱和 的 酶 为 一 级 反应 时 的 低 底 物 浓度 ， 实 际 上 比 酶 浓度 高 出 几 千 倍 ， 原 因 是 
酶 - 底 物 复合 物 形 成 过 程 是 可 逆反 应 。 由 于 底 物 初 浓度 cs 和 远 高 于 酶 初 浓度 cs ， 则 酶 - 底 物 
复合 物 的 形成 对 底 物 浓度 变化 而 言 可 以 忽略 ， 所 以 w 表达 式 中 的 底 物 浓度 即 底 物 初 浓度 cs。 

米 氏 方程 可 解释 一 些 实验 事实 ,但 无 普遍 适用 性 ， 因 为 有 些 酶 促 反 应 速度 很 快 ， 足以 破 
坏 米 氏 假定 的 平衡 条 件 。 因 此 ， 当 产物 生成 速率 、 复 合 物 分 解 速率 、 酶 与 底 物 的 结合 速率 相 
差 不 大 时 ， 米 氏 方 程 的 平衡 假设 不 适用 。 

1925 年 ，Briggs 和 Haldane 对 米 氏 方程 式 引 入 了 更 为 普遍 的 假设 : 在 初速 度 范 围 内 ， 酶 
浓度 远 低 于 底 物 浓度 ， 则 酶 - 底 物 复合 物 浓 度 也 很 低 。 除 了 反应 初期 的 瞬间 ，crs 的 变化 速 
率 相对 于 cp 而 言 可 以 忽略 ， 即 反应 一 段 时 间 后 ，ES 的 生成 速度 和 分 解 速度 相同 ， 即 中 间 复 
合 物 的 浓度 不 再 随时 间 而 变化 ， 这 就 是 “ 拟 稳 态 ”假设 (2-7 ) 。 


dees _ 
ee =0 (2-7) 
经 补充 和 发 展 的 米 氏 方程 公式 推导 如 下 : 
E+S—pS E+P (2.8) 


cas 的 生成 与 分 解 处 于 动态 平衡 〈 稳 态 ) ， 有 时 必须 考虑 css 分 解 成 产物 P 对 于 cps 动态 平 
衡 的 影响 (cys 分 解 速率 ) 。 或 者 说 ，cts 的 动态 平衡 (分解 速 率 ) 不 仅 与 ES 一 一 E +S 有关， 
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还 与 ES 一 >P +E 有 关 。 

从 式 (2-8) 中 可 知 ，ES 的 生成 途径 来 自 E+S 和 了 +P， 但 其 中 +P 生成 ES 的 速度 
极 慢 (尤其 在 起 始 阶 段 ,P 的 生成 很 少 )， 可 以 忽略 不 计 ， 又 因为 底 物 浓度 大 大 超过 酶 的 浓 
度 〈cs 关 cz) ， 中 间 产 物 ES 中 的 S 浓度 可 以 忽略 不 计 ， 因 此 ，ES 的 生成 速度 为 


d 
= 让 (ce 一 cgs)。cs (2-9) 
其 中 ci 为 酶 的 总 浓度 , cr, - css 为 游离 酶 的 浓度 ，ES 的 分 解 速度 为 
d 
= ion + ben = (hs Fk)eis (2:10) 
当 反 应 体系 处 于 稳 态 时 ，ES 生成 和 分 解 的 速度 相等 ， 即 
ki(ce, — cEs) ”Cs 三 Ch + k, )crs (2-11) 
Ek, + kk, a (ce — CEs) ”Cs 
入 四 CEs 
令 KK = 和 名， 则 
二 (2-12) 
CEs 
CEs = ee (2-13) 
mm 十 Cs 
由 于 反应 速度 取决 于 产物 P 的 生成 量 ， 故 
Vos (2-14) 
在 酶 促 反 应 达 最 大 速度 时 ， 所 有 的 酶 分 子 都 已 与 底 物 结合 形成 中 间 产 物 ， 此 时 
CE, = CEs (2-15) 
那么 
Vs = kc, (2-16) 
在 式 (2-13) 两 边 乘 以 得 
如 "cics 
如 ems = Ri 以 式 (2-14) 和 式 (2-16) 代入 ， 即 
m™ Cs 
= ms 2 
0 天 。+ cs 人 


这 一 关系 式 与 米 氏 方程 形式 相同 ， 只 是 常数 定义 不 同 ， 因 此 仍 称 为 米 氏 方程 ，K, 定义 
为 米 氏 常数 ， 当 大 -1 之 包 时 ， K, = Kso 

3) 米 氏 常数 的 意义 : 当 反 应 速度 为 最 大 速度 一 半 时 ， 米 氏 方程 可 以 进行 如 下 变换 。 

当 w=V 人 有时， 


了 = 二 me (2-18) 
进一步 整理 可 得 到 
Re (2-19) 
即 K, 值 等 于 酶 反应 速度 为 最 大 速度 一 半 时 的 底 物 浓度 (图 227 ) 。 
米 氏 常数 的 单位 为 浓度 单位 ， 一 般 用 mol . 工 -! 或 mmol . 工 -! 表 示 。 分 析 米 氏 方 程 和 底 物 
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“min-D) 


v(mol * L-! 


0O Kn 


c(mmol » L7') 


图 2-7 底 物 浓度 对 反应 初速 度 的 影响 


浓度 与 酶 促 反 应 速度 关系 图 (图 2-7) ， 可 以 得 出 以 下 几 点 结论 : 

(1) 当 底 物 浓度 很 大 时 ， 酶 促 反应 速度 趋 近 一 个 极限 值 ， 即 最 大 反应 速度 。 

(2) K 值 的 大 小 可 以 近似 地 表示 酶 和 底 物 的 亲和力 。K, 值 大 ， 酶 和 底 物 的 亲和力 小 ， 
反之 则 大 。 米 氏 方 程 只 适用 于 单 底 物 酶 促 反 应 过 程 。 


因为 K = “二 二 ， 当 之， 即 ES 解 离 成 E 和 NS 的 速度 大 大 超过 分 离 成 了 和 了 的 


速度 时 , 户 可 以 忽略 不 计 ， 此 时 K。 值 近似 于 ES 解 离 常数 Ks， 此 时 K。 值 可 用 来 表示 酶 对 底 
物 的 亲和力 。 


Cees - 天 (2-20) 


K, 值 越 大 ， 酶 与 底 物 的 亲和力 越 小 ，K, 值 越 小 ， 酶 与 底 物 亲和力 越 大 ， 即 不 需要 很 高 
的 底 物 浓度 ， 便 可 容易 地 达到 最 大 反应 速度 。 但 是 值 并 非 在 所 有 酶 促 反应 中 都 远 小 于 
k_1!， 所 以 Ks 值 (又 称 酶 促 反 应 的 底 物 常数 ) 和 K, 值 的 含义 不 同 ， 不 能 互相 代替 使 用 。 当 
不 远 远 小 于 1 和 所 时 ， 天 ,表示 整个 反应 的 化 学 平衡 的 常数 。 

(3) 天 , 是 酶 的 特征 性 常数 之 一 ， 其 大 小 只 与 酶 的 性 质 、 酶 所 催化 的 底 物 和 酶 促 反 应 条 件 
(如 温度 、pH、 有 无 抑制 剂 等 ) 有 关 ， 与 酶 的 浓度 无 关 。 酶 的 种 类 不 同 ，K, 值 不 同 ， 同 一 种 
酶 与 不 同 底 物 作 用 时 ，K, 值 也 不 同 。 各 种 酶 的 K, 值 分 布 范 围 很 广 , 为 10 ~107' mol .上 L-!。 
对 酶 促 反 应 而 言 ， 在 一 定 的 条 件 下 都 有 特定 的 K, 值 ， 该 值 可 用 来 鉴别 酶 。 

(4) 对 于 作用 于 多 个 底 物 的 酶 ,不同 的 底 物 有 不 同 的 K, 值 ， 具 有 最 小 的 及。 值 或 最 高 
的 Vs/K 比值 的 底 物 就 是 该 酶 的 最 适 底 物 ， 或 称 天 然 底 物 ， 因 此 根据 K, 值 可 以 判断 酶 的 
最 佳 底 物 。 

ee 催化 可 逆反 应 的 酶 ， 当 正 反应 和 逆反 应 及, 值 不 同时 ， 可 以 大 致 推测 该 酶 正 、 逆 两 

应 的 效率 ，K, 值 小 的 底 物 进行 的 反应 方向 应 是 该 酶 催化 的 优势 方向 。 

当 一 系列 的 酶 催化 一 个 代谢 过 程 的 连锁 反应 时 ， 如 能 确定 各 种 酶 K, 值 及 相应 的 底 
物 浓 度 ， 有 助 于 寻找 代谢 过 程 的 限 速 步 又。 一 般 K, 值 大 的 酶 为 限 速 酶 。 

(7) 根据 米 氏 方程 ， 若 已 知 某 酶 的 K, 值 ， 就 可 以 计算 在 一 定 的 底 物 浓度 下 的 反应 速率 
相当 于 VV, 的 百分率 。 

米 氏 方程 和 K, 值 很 重要 ， 它 不 仅 是 酶 性 质 的 表现 ， 而 且 在 实践 中 有 很 多 应 用 。 当 使 用 
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酶 制剂 时 ， 可 以 根据 K, 值 判断 使 酶 维持 一 定 反应 速度 时 需要 多 大 的 底 物 浓度 。 例 如 ， 如 果 
要 求 酶 促 反 应 速度 达到 最 大 速度 的 99% ,将 v=99% V, 带 入 米 氏 方程 可 得 cs =99K,。 反 过 
来 ， 在 已 经 规定 了 底 物 浓度 的 条 件 下 ， 也 可 根据 K, 值 估 算出 能 够 获得 多 大 的 反应 速度 。 再 
如 当 反 应 体系 的 cs =9K, 时 ， 通 过 米 氏 方程 可 知 此 时 的 酶 促 反 应 速度 v=0. 9V,,。 
对 于 一 个 酶 促 反 应 ， 酶 总 是 以 两 种 形式 存在 : 未 与 底 物 结合 的 游离 酶 和 与 底 物 结合 的 

ES 复合 物 。 在 米 氏 常数 有 ,cs 时 ， 大 多 数 酶 以 游离 形式 存在 ， 此 时 反应 速度 与 cs 成 正比 。 
当 所 有 酶 以 ES 形式 存在 时 ， 酶 促 反 应 的 速度 达到 最 大 速度 ， 在 这 种 情况 下 ， 酶 被 底 物 饱 
和 ， 因 此 进一步 增加 cs 对 反应 速度 无 影响 。 当 ES 复合 物 分 解 成 产物 后 ， 酶 又 重新 成 为 游离 
形式 并 再 与 另 一 底 物 分 子 结合 发 生 反应 。 饱 和 效应 是 酶 促 反 应 的 显著 特点 。 当 酶 先 与 过 量 底 
物 混 合 时 ， 会 先 有 一 个 起 始 阶段 ， 即 稳 态 前 ， 在 这 个 阶段 形成 一 定 浓度 ES。 这 通常 是 一 个 
很 快 而 难以 观察 的 过 程 ， 在 ES 达到 一 定 浓 度 后 ， 反 应 达到 稳 态 。 在 稳 态 阶段 ，cms 近 乎 恒 
定 。 稳 态 理论 是 Briggs 和 Haldane 在 1925 年 提出 的 。 尽 管 v 被 定义 在 反应 的 初期 阶段 ,通常 
称 为 初速 度 ， 但 是 实验 所 测 到 的 wv 实 际 反映 了 稳 态 的 情况 。 对 这 些 初速 度 的 分 析 通 常 被 称 为 
稳 态 动力 学 。 表 2-1 比较 了 平衡 法 和 稳 态 法 的 差别 。 

表 2-1 平衡 法 与 稳 态 法 的 比较 
平 衡 法 


稳 
(1) 酶 和 底 物 生成 不 稳定 的 复合 物 ES， 酶 催化 反应 是 经 该 中 间 复 合 物 完成 的 ， 即 


所 后 
E+ SS 一 一 也 二 也 
-1 


假设 (2) ES 在 反应 开始 后 与 E 和 S 迅速 达到 | (2) ES 的 生成 速率 与 其 解 离 速 率 相等 ， 
动态 平衡 人 = 和 其 浓度 不 随时 间 而 变化 Se = 


(3) 底 物 浓度 远 远 高 于 酶 的 浓度 cs > cr 
酶 量 守恒 二 


产物 生成 速率 Scis 


如 果 K, 值 已 知 ， 任 何 底 物 浓度 时 酶 的 饱和 度 大 。( saturation fraction) (形成 中 间 产 物 的 
酶 占 总 酶 的 比例 ) ， 便 可 通过 式 (2-21) 计算 出 来 。 


(2-21) 


4) KK, 和 VV, 的 求法 
(1) 双 倒 数 作 图 ( double-reciprocal plot or Lineweaver-Burk plot) : 将 米 氏 方程 两 边 取 倒 
数 ， 可 转化 为 下 列 形式 。 


XW- 汗 (2-222) 
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从 图 2-8 可 知 ，1/v 对 les 作 图 得 一 直线 ， 其 斜率 是 Ku ， 在 纵 轴 上 的 截 距 为 


1/V,。， 横 轴 上 的 截 距 为 -1/K,， 即 可 得 到 K, 和 到 .的 数值 。 此 图 除 用 来 求 玉 和 下 值 
外 ， 在 研究 酶 的 抑制 作用 方面 还 有 重要 价值 。 


[' 


(pmor “LL. min) 


人 -= 


人 一 (mmol .LIL) 


2-8 双 倒 数 法 求解 米 氏 常数 


(2) "对 wes 作 图 求解 米 氏 常数 (Eadic-Hofstee plot ) : 米 氏 方程 经 移 项 整理 后 可 写成 
UK + VCs = 了 cs (2-23 ) 
即 wucs = cs -2K ， 整 理 得 
v= -天 二 (2-24) 
cs 
以 "为 纵 坐 标 对 二 横 坐 标 作 图 ， 所 得 直线 其 纵 轴 的 截 距 为 VV,.， 斜 率 为 -K,，( 如 
图 2-9 ) 。 


Vics 


2-9 Vv 对 wcs 作 图 求解 米 氏 常数 


必须 指出 ， 米 氏 方 程 只 适用 于 较为 简单 的 酶 作用 过 程 ， 对 于 比较 复杂 的 酶 促 反 应 过 程 ， 
如 多 酶 体系 、 多 底 物 、 多 产物 、 多 中 间 物 等 ， 还 不 能 全 面 地 借 此 概括 和 说 明 ， 必 须 借 助 于 复 
杂 的 计算 过 程 。 

5) 动力 学 参数 比较 : 米 氏 方程 及 其 建立 的 特定 动力 学 基础 是 非常 重要 的 ， 这 个 方程 可 


以 用 来 前 述 大 多 数 酶 的 动力 学 行为 ， 所 有 以 反应 速度 对 cs 作 图 ， 表 现 出 双 曲 线 依赖 关系 的 
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酶 都 遵循 米 氏 动力 学 。 但 是 米 氏 方程 并 不 都 依赖 于 Michaelis 和 Menten 提出 的 相对 简单 的 两 
步 反 应 机 制 。 许 多 遵循 米 氏 动力 学 的 酶 具有 截然 不 同 的 反应 机 制 ,一些 具 有 6 ~8 步 的 催化 
反应 也 常常 呈现 出 稳 态 行为 。 尽 管 此 方程 对 许多 酶 是 适用 的 ,但 是 Vi 和 K, 却 因 酶 而 异 。 
Vx 和 ,对 一 个 给 定 的 酶 来 说 是 可 以 通过 实验 获得 的 参数 ,但 其 本 身 并 不 能 说 明 一 个 连续 
反应 步 又 的 数目 及 每 步 速度 和 化 学 本 质 。 这 是 酶 动力 学 稳 态 方法 的 一 个 很 大 的 局 限 。 但 是 ， 
在 酶 催化 反应 效率 鉴定 和 比较 中 ， 稳 态 动 力学 仍 是 一 个 通用 方法 ， 太 .和 K, 仍 有 实际 意义 。 
不 同 酶 的 K, 可 以 差别 很 大 ， 即 使 同一 种 酶 针对 不 同 底 物 而 言 也 不 同 ( 表 22)。 
表 2-2 一 些 酶 对 底 物 的 K, 值 
酶 1 K, (mmol. L-™!) 

过 氧化 氢 酶 H,0, 25 

己 糖 激酶 ATP 0.4 

己 糖 激酶 D- 葡 萄 糖 

己 糖 激酶 D- 果 糖 


碳酸 醋 酶 HCOy 

胰 凝 乳 蛋 白 酶 甘 氨 酰 酷 氨 酰 甘氨酸 
胰 凝 乳 和 蛋白 酶 N- 葵 甲 酰 酷 氨 酰胺 

有 - 半 乳 糖 昔 酶 D- 乳 糖 

苏 氨 酸 脱 氨 酶 L- 苏 氨 酸 


K, 可 以 用 来 近似 地 表示 酶 与 底 物 的 亲和力 ， 而 K, 的 实际 意义 取决 于 反应 机 制 ， 如 反应 
步 又 和 每 步 的 速度 常数 。 对 两 步 反 应 来 说 : 
K = 和 +k (5 
显然 ，K, > Ks ， 即 米 氏 常数 大 于 解 离 常数 。 这 一 结论 仅 适 用 于 两 步 机 制 。 对 于 ES 之 后 
还 有 中 间 物 生成 的 多 步 机 制 的 情况 下 ，K, <Ks。 根 据 式 (2-14)， 当 及 <k_| 时 ，K, 可 简化 
为 上 ,Vk ， 即 ES 的 解 离 常 数 。 在 这 种 情况 下 ，K, 可 表示 ES 复合 物 中 酶 与 底 物 的 亲和力 大 
小 ; 但 当 >k_ 或 接近 于 或 时，K, 就 不 能 表示 酶 与 底 物 的 亲和力 ， 而 是 这 3 个 速 
度 常 数 的 函数 ， 此 时 米 氏 方程 仍然 适用 ， 饱 和 现象 仍然 存在 。 更 多 情况 下 ES 复合 物 形成 后 
0 ， 那 么 K, 就 是 多 个 速度 常数 的 更 为 复杂 的 函数 。V,, 的 大 小 同样 因 酶 而 异 。 
一 个 两 步 反应 的 酯 促 反应 遵循 米 氏 机 制 ， 则 Vi = hcs,。， 此 时 刀 是 限 速 因素 。 然 而 反应 
elmer dsm 例如 ， 通 常情 况 下 产物 释放 的 步骤 是 限 速 的 ， 在 反应 
早期 ce 很 低 ， 释 放 产 物 的 道 反应 可 以 忽略 不 计 ， 一 个 三 步 反 应 可 以 描述 为 


Ks 后 局 
De (2-26) 
式 (2-26) 所 给 出 的 三 步 反 应 机制 仍然 可 在 稳 态 条 件 下 导出 米 氏 方程 的 形式 
_ Kococs 
1 Rs (2-27) 


这 时 的 K, 和 天 。， 分 别 为 
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_ Ks(k, +h,) 
K, = 有 大 < Ks (2-28 ) 
开 已 后 (2-29 ) 


二 
二 


如 果 cis 也 满足 快速 平衡 ， 即 _,>k,， 则 


— 2 < K, (2-30) 
2 


< hs (2-31) 


因此 ,不论 是 用 稳 态 假设 ,还 是 用 快速 平衡 ，ES 之 后 还 有 中 间 物 生成 的 三 步 机 制 ， 米 
氏 常 数 均 小 于 其 解 离 常数 ，K, 小 于 hk， 也 小 于 有。 只 有 在 特殊 的 情况 下 ，K, 才 等 于 某 一 步 
正 向 一 级 速度 常数 。 例 如 ， 当 EP 解 离 为 产物 的 速度 很 慢 时 ， 即 ,>k。 如 果 启 >〖_,，，K。 
=h。 当 EP 解 离 生 成 产物 的 速度 非常 快 时 ， 过 和，,，，K。 = 刀 。 因 此 可 以 说 ，K,, 不 能 
大 于 正 反 应 途径 中 任何 一 个 一 级 反应 速度 常数 。 它 给 化 学 反应 速度 常数 规定 了 一 个 下 限 。 在 
一 般 情况 下 ， 对 于 在 ES 之 后 还 有 中 间 物 生成 的 多 步 机 制 来 说 ，K,, 不 等 于 正 反应 途径 中 某 一 
步 的 一 级 速度 常数 ， 因 而 酶 被 底 物 饱和 时 的 最 大 反应 速度 VV 也 不 简单 地 等 于 某 一 步 的 正 向 
速度 常数 与 ce 的 乘积 ， 而 必须 是 内 = Kcs,。。Kon 是 一 级 反应 速度 常数 ， 即 通常 所 说 的 转 
换 数 ， 其 单位 为 时 间 的 倒数 。 它 的 定义 为 : 当 酶 被 底 物 饱和 时 ， 单 位 时 间 内 一 个 酶 分 子 转化 
底 物 分 子 的 个 数 。 表 2-3 列举 了 一 些 酶 的 转换 数 。K.,, 和 K, 常用 于 不 同 酶 的 比较 研究 中 ， 不 
论 它 们 的 反应 机 制 是 简单 还 是 复杂 ， 每 种 酶 都 有 各 自 的 K .和 天 .， 它 们 反映 了 酶 所 催化 的 反 
应 的 化 学 特性 ， 即 使 酶 在 体内 环境 下 ， 这 两 个 参数 也 有 其 参考 价值 。 
表 2-3 一些 酶 的 K。 
酶 底 物 
过 氧化 氢 酶 H,0, 
碳酸 栈 酶 HCO3 
乙酰 胆 碱 酯 酶 乙酰 胆 碱 
内 酰胺 酶 氨 共 青霉素 
延 胡 索 酸 本 延 胡 索 酸 


KK, 和 K。 这 两 个 参数 也 常用 来 评价 酶 的 动力 学 效率 ,一般 情况 下 2 个 参数 都 需要 给 出 ， 
单独 给 出 一 个 是 不 充分 的 。 两 个 催化 不 同 反应 的 不 同 的 酶 可 能 具有 相同 的 K,， 但 是 这 些 反 
应 在 非 酶 促 情 况 下 的 速度 可 能 是 不 同 的 ， 因 此 酶 对 反应 速度 的 提高 会 相差 很 大 。 实 验 所 测定 
的 KK, ， 对 一 种 酶 来 说 常常 与 细胞 中 底 物 浓度 相似 。 在 细胞 中 与 含量 很 低 的 底 物 作用 的 酶 和 
那些 与 含量 高 的 底 物 作用 的 酶 相 比 ， 前 者 的 K。 通常 较 低 。 

比较 两 种 酶 催化 效率 或 同一 种 酶 对 不 同 底 物 的 作用 ,最 好 是 给 出 每 个 反应 的 K,,/K,， 
此 参数 也 称 为 专 一 性 常数 。 它 是 E+S 到 E +P 的 转变 速度 常数 。 当 cs< 把 时 , 式 (2-27) 
可 以 写成 以 下 形式 : 


0 = 二 (2-32a) 
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其 实 式 (2-32a) 对 于 任意 浓度 的 底 物 cs 和 游离 酶 浓度 cs 也 是 成 立 的 : 由 及 。= cg cs/ crs 
得 cs =Kicgs/ ce， CE + Cps =Cp。， 代 入 式 (2-27) 可 以 得 到 : 
二 ed (2-32b) 

式 (2-32a) 只 是 当 cs<K, 时 ， 大 部 分 酶 以 游离 形式 存在 (cs = cs,) 的 一 种 特殊 情况 。 
K./K。 是 表 观 二 级 反应 速度 常数 ， 单 位 是 mol-: . 工 .s-!。 它 不 是 真实 的 微观 速度 常数 ， 只 
有 在 反应 的 限 速 步骤 就 是 酶 与 底 物 相 互 碰撞 的 特殊 情况 下 ，K.,/K, 才 是 真实 的 微观 速度 常 
数 。 这 个 常数 有 一 个 上 限 ， 它 是 E 和 S 在 溶液 中 扩散 控制 的 碰撞 速度 常数 ， 扩 散 控制 速度 
常数 的 界限 是 10” ~10?mol-:  . 工 . s ， 很 多 酶 的 人 /KR 值 接近 这 个 范围 。 这 些 酶 被 认为 达 
到 最 佳 催 化 效率 。 由 于 K,,/K, 可 以 确定 两 个 底 物 (如 S 和 有 R) 竞争 同一 个 酶 的 专 一 性 程度 
而 被 称 为 专 一 性 常数 。 由 式 (2 -32b) 可 以 得 到 : 两 个 底 物 对 同一 酶 的 专 一 性 程度 是 由 K. 
和 天 比值 确定 的 ， 而 不 是 单独 由 K, 值 或 天 ., 值 确定 。 

3. pH 对 反应 速度 的 影响 ” 酶 反应 介质 的 pH 可 影响 酶 分 子 ， 特 别 是 活性 中 心 上 必需 基 
团 的 解 离 程度 和 催化 基 团 中 质子 供 体 或 质子 受 体 所 需 的 离子 化 状态 ， 也 可 影响 底 物 和 辅酶 的 
解 离 程度 ， 从 而 影响 酶 与 底 物 的 结合 。 只 有 在 特定 的 pH 条 件 下 ， 酶 、 底 物 和 辅酶 的 解 离 情 
况 ， 最 适宜 于 它们 互相 结合 ， 并 发 生 催化 作用 ， 使 酶 促 反 应 速度 达 最 大 值 ， 这 种 pH 称 为 酶 
的 最 适 pH (optimum pH)。 它 和 酶 的 最 稳定 pH 不 一 定 相 同 ， 和 体内 环境 的 pH 也 未 必 相 同 。 

最 适 pH 不 是 酶 的 特征 性 常数 ， 它 受 底 物 浓度 、 缓 冲 液 的 种 类 和 浓度 以 及 酶 的 纯度 等 因 
素 的 影响 。 溶 液 的 pH 大 于 或 小 于 最 适 pH 时 都 会 使 酶 的 活力 降低 ， 远 离 最 适 pH 值 时 甚至 导 
致 酶 的 变性 失 活 。 测 定 酶 的 活力 时 ， 应 选用 适宜 的 缓冲 液 ， 以 保持 酶 活力 的 相对 恒定 。 

pH 对 酶 促 反 应 速度 的 影响 非常 明显 ， 其 影响 曲线 呈 
“ 钟 形 ”， 由 图 2-10 可 知 : @ 一 种 酶 ， 在 某 一 特定 的 pH 时 ， 
酶 活力 最 强 ， 酶 促 反 应 速度 最 大 ， 这 一 pH 称 为 该 酶 的 最 适 
pH; @ 在 低 于 最 适 pH 的 范围 内 ， 随 着 pH 的 升 高 ， 反 应 速 
度 增 加 ; @ 在 高 于 最 适 pH 时 ， 随 着 pH 的 升 高 ， 反 应 速 
度 降低 。 

pH 影响 酶 活力 ( 即 酶 促 反 应 速度 ) 的 主要 因素 如 下 
所 述 。 

(1) pH 影响 酶 分 子 结构 的 稳定 性 ， 因为 大 多 数 酶 的 化 “图 2-10 PH 对 酶 活力 的 影响 
学 本 质 是 和 蛋白质， 过 酸 、 过 碱 会 引起 蛋白 质 空间 结构 的 改变 ， 和 蛋白 质变 性 ， 酶 活力 丧失 。 

(2) pH 影响 酶 分 子 的 解 离 状 态 : 酶 分 子 中 含有 许多 可 解 离 的 极 性 基 团 ， 其 解 离 程度 受 
pH 的 影响 。pH 最 终 影响 到 整个 酶 分 子 的 存在 形式 、 带 电 数 量 、 空 间 构象 等 。 而 对 于 特定 的 
酶 来 讲 ， 只 有 在 一 定 的 解 离 状态 时 ， 才 具有 催化 能 力 或 表现 最 大 的 催化 能 力 。 如 胃 和 蛋白 酶 在 
正 离子 状态 有 活性 ， 胰 蛋白 酶 在 负离子 状态 有 活性 。 

(3) pH 影响 底 物 的 解 离 状态 : 由 于 许多 底 物 或 辅酶 具有 离子 特性 ，pH 影响 底 物 的 解 离 
状态 ,或 使 底 物 不 能 和 酶 结合 ， 或 结合 后 不 能 生成 产物 。 如 pH 为 9.0 ~ 10.0 时 ， 精 氮 酸 解 
离 成 正 离子 ， 精 所 酸 酶 解 离 成 负离子 ， 才 能 发 生 催化 作用 。 

动物 体内 多 数 酶 的 最 适 pH 为 6. 5 ~8. 0， 基 本 接近 中 性 ， 如 葡萄 糖 -6- 磷 酸 脱氧 酶 最 适 的 
pH 为 7.8 (图 2-11 (a) ) 。 但 有 些 酶 ， 如 明和 蛋 白 酶 的 最 适 pH 约 为 1.8 (图 2-11 (b) )。 


0 6 8 10 pi 
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图 2-11 胃 蛋 白 酶 和 葡萄 糖 -6- 磷 酸 脱毛 酶 的 pH 活性 曲线 
(a) 葡萄 糖 -6- 磷 酸 脱毛 酶 ，(b) 胃 和 蛋白 酶 


4. 温度 对 反应 速度 的 影响 ”化 学 反应 的 速度 随 温 "t 
度 升 高 而 加 快 。 但 酶 是 蛋白 质 ， 可 随 温度 的 升 高 而 变 
性 。 在 温度 较 低 时 ， 反 应 速度 随 温度 升 高 而 加 快 ， 一 
般 地 说 ,温度 每 升 高 10% ， 反 应 速度 大 约 增加 1 售 。 
但 温度 超过 一 定数 值 后 ， 酶 受热 变性 的 因素 占 优势 ， 
反应 速度 反而 随 温度 上 升 而 减缓 ， 形 成 倒 V 形 或 倒 U 
形 曲线 。 在 此 曲线 顶点 所 代表 的 温度 ， 反 应 速度 最 大 ， Be— 4 全 
称 为 酶 的 最 适 温度 (optimum temperature) (图 2- 12) 。 

温度 对 酶 促 反应 速度 的 影响 曲线 呈 稍 有 倾斜 的 钟 
置 形 ， 由 图 2-12 可 以 看 出 : 名 随 温度 的 升 高 ， 反应 速度 加 快 ; @ 当 温度 达到 某 一 特定 温度 
时 ， 酶 活力 最 强 ， 酶 促 反 应 速度 最 大 ， 此 时 的 温度 称 为 该 酶 的 最 适 温度 ; @ 在 高 于 最 适 温度 
时 ， 随 着 温度 的 升 高 ， 酶 促 反应 速度 反而 降低 。 

动物 体内 酶 的 最 适 温度 为 35 ~40% ， 大 多 数 酶 在 60% 以 上 变性 失 活 。 少 数 酶 能 耐 受 较 
高 的 温度 ， 如 细菌 淀粉 酶 在 93% 时 活力 最 高 ， 牛 胰 核 糖 核酸 酶 在 95% 时 仍 不 失 活 。 低 温 一 
般 不 破坏 酶 ,温度 升 高 ， 酶 即 可 恢复 活力 ， 这 就 是 生物 制品 、 细 菌 菌 种 等 常 在 低温 保存 的 
原因 。 

酶 的 最 适 温度 同样 不 是 酶 的 特征 物理 常数 ， 它 与 底 物 种 类 、 介 质 pH、 离 子 强 度 、 保 温 
时 间 等 因素 有 关 ， 只 在 一 定 的 条 件 下 才 有 意义 ,例如 酶 催化 反应 应 作用 的 时 间 趣 长 最 适 温度 
越 低 ， 相 反 ， 时 间 越 短 ， 最 适 温度 越 高 。 


2.2.2 多 底 物 酶 反应 动力 学 


实际 上 大 多 数 酶 反应 的 机 制 是 比较 复杂 的 ， 一般 包含 有 一 种 以 上 的 底 物 ， 至 少 也 是 两 种 
底 物 ， 即 双 底 物 反 应 : 


图 2-12 温度 对 酶 促 反 应 速度 的 影响 


A+B— P+Q (2.33) 
目前 认为 大 部 分 双 底 物 反 应 可 能 有 3 种 反应 机 制 。 
(1) 依次 反应 机 制 (ordered mechanism) : 有 序 序 列 的 BiBi 机 制 。 酶 必须 先 与 底 物 A 结 
合 ， 然 后 与 底 物 B 结合 形成 三 元 的 复合 物 EAB。 需 要 NAD 或 NADP 的 脱毛 酶 的 反应 就 属 
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此 类 型 。 用 式 (2-34) 说 明 : 


A B P Q 
1 1 (2-34) 
E FA——EAB «< >EPQ EQ >E 
这 种 典型 反应 的 一 般 形 式 为 
E+A pA 
EA +B < FAB (2-35) 


EAB “E+Pp+ Q 
产物 形成 的 速度 方程 、 二 元 酶 - 底 物 复合 物 EA 的 平衡 常数 、 形 成 三 元 酶 底 物 复合 物 
EAB 的 平衡 解 离 常 数 或 稳 态 米 氏 常数 和 酶 物料 平衡 分 别 是 : 


v = Keceas (2-36) 

ee (2-37) 

六 (2-38) 
CEAB 

Cpr = CE 十 CEA + CEAB (2-39) 


式 中 : cp 表示 总 的 酶 浓度 。 
用 总 酶 浓度 对 速度 方程 进行 标准 化 重 排 后 得 到 有 序 序列 BiBi 机 制 的 速度 方程 (wes ) : 


2 CACB 
兰 2-40 
Vs KeKA + Kc, + chcp ) 


式 中 ， 
WK, (2-41) 
(2) 乒乓 反应 机 制 (ping pong mechanism) : 对 于 这 个 机 制 ， 酶 必须 首先 与 底 物 A 结合 ， 
然后 释放 产物 P 并 形成 酶 产物 E'， 然 后 底 物 B 与 E' 结 合 ， 形 成 E'B 复合 物 ， 复 合 物 分 解 成 
游离 酶 E 和 第 二 个 产物 Q。 所 以 ， 对 于 乒乓 机 制 来 说 ， 不 形成 三 元 复合 物 ， 可 用 式 (2-42 ) 


US 


(EA-E'P) (E'B-EQ) 


这 种 反应 的 _ 般 称 态 方程 是 ; 


太 
E+A -= 一 FA 

ki 

三 

EA -一 >E' +P 

， (2-43) 
E'+B 一 一 F'B 

ks 


E'B— E10 
惑 中 A Kcero 
这 个 机 制 的 速度 方程 稳 态 的 米 氏 常数 和 酶 物料 平衡 分 别 是 : 
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十 三 合生 oa pi 
1 Gey 
Ra 2 fs + ha - 人 (2-45) 
hk CE'B 
CEr = CE + CEA + CEB + Cp (2-46) 
设 E' 浓 度 成 稳定 状态 ， 则 又 能 得 到 和 EE' 之 间 的 关系 。 
hk Kt cpch 
CE = kK (2-47) 
用 总 酶 浓度 对 速度 方程 进行 标准 化 重 排 后 得 到 乒乓 (BiBi) 机 制 的 速度 方程 (wes,) : 
v CACB 
(2-48 ) 
Ws (jes + Kics + ( po 
名 Ek; 


式 中 ,Vs = Kecrr，K = h。 该 反应 的 限 速 步骤 是 E'B 转变 为 EE 和 Q， 即 之 名， 则 
式 (248) 可 以 简化 为 


Re CACB 


(2-49 ) 


We Ron F Keo Gch 
六 二 :全 (2-50) 
式 中 ,a = 到。 

转氨酶 是 这 种 乒乓 催化 反应 的 典型 。 转 氨 酶 首先 与 氨基 酸 ( 底 物 A) 作用 ,产生 中 间 
物 EA， 然 后 释放 出 酮 酸 (产物 P) ; 其 间 有 一 个 辅酶 结构 转变 的 阶段 : 辅酶 中 的 磷酸 吡 哆 醛 
变 为 磷酸 吡 哆 胺 ， 酶 下 转变 为 E"， 然 后 下 ' 再 与 底 物 B ( 另 一 个 酮 酸 ) 作用 ， 释 放出 产 
(相应 的 氨基 酸 ) 。 

许多 酶 促 反 应 常常 是 几 个 不 同 底 物 结合 在 酶 分 子 上 参与 反应 。 例 如 ， 在 己 糖 激酶 催化 的 
反应 中 ，ATP 和 葡萄 糖 是 底 物 分 子 ，ADP 和 6- 磷酸 葡萄 糖 是 产物 ， 这 种 双 底 物 的 反应 速度 
也 可 用 米 氏 方程 来 分 析 。 己 糖 激酶 对 其 每 个 底 物 都 有 一 个 K,。 上 有 具有 双 底 物 的 酶 促 反 应 常常 
包括 一 个 底 物 和 男 一 个 底 物 间 的 原子 或 功能 基 团 的 转移 。 这 些 反 应 常常 具有 各 自 不 同 的 路 
径 。 在 一 些 反 应 中 ， 两 种 底 物 在 酶 促 反 应 中 同时 与 酶 分 子 上 的 特定 位 点 结合 形成 非 共 价 三 元 
复合 物 。 三 元 复合 物 的 形成 可 以 是 底 物 与 酶 的 随机 结合 ， 也 可 以 是 以 一 定 的 顺序 结合 。 如 果 
在 第 二 个 底 物 结合 上 去 之 前 ， 第 一 个 底 物 已 经 转化 成 产物 并 从 酶 上 释放 下 来 ， 则 反应 中 不 形 
成 三 元 复合 物 。 乒 乓 机 制 就 是 其 中 的 一 个 例子 。 

(3) 随机 机 制 (random mechanism ) : 加 入 底 物 A 及 了 后 , 产物 P 及 Q 以 随机 的 方式 
释放 出 来 。 同 时 ， 底 物 的 加 入 也 是 随机 的 ,EE 可 以 先 和 A 结合 ， 也 可 以 先 和 B 结合 ， 其 结 
果 都 是 形成 中 间 产 物 EAB。 在 产物 释放 时 ， 可 先 释 放 P， 也 可 先 释 放 Q。 用 式 (2-51) 来 
说 明 : 


A B Pp Q 
， 1 | 
E ”EC "> E (2-51) 
EB | | EP | 
B A Q P 
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如 磷酸 化 酶 催化 的 反应 就 属 此 类 : 
糖 原 + Pi 磋 酸 化 梅 C_1_Pi (0232 


2.2.3 有 抑制 剂 的 酶 反应 动力 学 


凡 能 与 酶 分 子 上 的 某 些 基 团结 合 ， 使 酶 活力 降低 或 完全 丧失 的 物质 称 为 酶 的 抑制 剂 
(inhibitor) 。 

抑制 剂 对 酶 活力 的 抑制 作用 与 酶 变性 的 不 同 点 在 于 以 下 两 个 方面 : 中 抑制 剂 对 酶 有 一 定 
的 选择 性 ， 一 种 抑制 剂 只 能 引起 某 一 类 或 某 几 类 酶 的 抑制 ; 而 使 酶 变性 失 活 的 因素 ， 如 强 
酸 、 强 碱 等 ， 对 酶 没有 选择 性 。@) 抑 制剂 虽然 可 使 酶 失 活 ， 但 它 并 不 明显 改变 酶 的 结构 ， 不 
引起 酶 蛋白 变性 ， 去 除 抑制 剂 后 ， 酶 又 可 恢复 活力 。 而 变性 因素 常 破坏 酶 分 子 的 非 共 价 键 ， 
部 分 或 全 部 地 改变 酶 的 空间 结构 ， 从 而 导致 酶 活力 的 降低 或 丧失 。 

根据 抑制 剂 与 酶 分 子 之 间作 用 特点 的 不 同 ， 将 抑制 作用 分 为 不 可 逆 抑 制 和 可 逆 抑 制 两 类 。 

1. 不 可 逆 抑 制作 用 ”抑制 剂 以 共 价 键 与 酶 的 必需 基 团 结合 ， 不 能 用 透析 、 超 滤 等 物理 
方法 解除 抑制 ， 这 类 抑制 剂 称 为 不 可 逆 抑 制剂 ， 这 种 抑制 作用 称 为 不 可 逆 抑 制作 用 (irre- 
versible inhibition ) 。 

例 一 ， 有 机 磷 化 合 物 ， 如 敌 百 虫 等 ， 能 通过 磷 原 子 与 丝氨酸 羟基 共 价 结合 ， 从 而 抑制 胆 
碱 酯 酶 的 活力 ， 乙 酰 胆 碱 不 能 被 失 活 的 酶 水 解 ， 结 果 导 致 乙酰 胆 碱 在 体内 积聚 ， 过 多 的 乙酰 
胆 碱 会 导致 胆 碱 能 神经 过 度 兴奋 ， 使 昆虫 由 于 功能 失调 而 死亡 ， 人 和 家 畜产 生 多 种 严重 中 毒 
这 状 。 与 此 作用 机 制 相 似 的 物质 还 有 有 机 和 汞 化 合 物 、 有 机 砷 化 合 物 、 一 氧化 碳 、 和 氰 化 物 等 。 

例 二 ， 碘 代 乙 酸 能 与 酶 分 子 的 琉 基 进行 不 可 逆 结 合 ， 斑 基 是 多 种 酶 的 必需 基 团 ， 结 合 后 
会 抑制 酶 的 活力 。 与 此 作用 机 制 相似 的 物质 还 有 某 些 重金 属 ， 如 Pb 、Cu** 、Hg**， 以 及 
对 毛 来 茶 甲 酸 等 。 

不 可 逆 抑 制作 用 随 抑制 剂 浓度 的 增加 、 酶 与 抑制 剂 接 触 时 间 的 延长 而 逐渐 增强 。 不 能 用 
透析 、 超 滤 等 物理 方法 解除 抑制 ， 但 是 可 以 通过 化 学 反应 将 之 除去 。 有 机 磷 化 合 物 中毒 时 ， 
可 用 含有 一 CH 一 NOH 基 的 且 化 物 将 其 从 酶 分 子 上 取代 下 来 ， 使 酶 恢复 活力 。 这 类 化 合 物 是 
有 机 磷 杀 虫 剂 的 特效 解毒 剂 。 重 金属 中 毒 时 可 用 二 和 琉 基 两 醇 或 二 琉 基 丁 二 酸 钠 等 含 琉 基 的 化 
合 物 使 酶 恢复 活力 。 

2. 可 逆 抑 制作 用 ”抑制 剂 以 非 共 价 键 与 酶 结合 ， 用 超 滤 、 透 析 等 物理 方法 能 够 解除 抑 
制 ， 这 类 抑制 剂 称 为 可 闭 抑 制剂 ， 这 种 抑制 作用 称 为 可 逆 抑 制剂 作用 (reversible inhibi- 
tion) 。 可 逆 抑 制作 用 的 类 型 主要 有 3 种 : 竞争 性 抑制 作用 、 非 竞争 性 抑制 作用 和 反 兖 争 性 
抑制 作用 。 

可 逆 抑 制剂 与 酶 的 结合 是 可 逆 的 ， 抑 制 强度 的 
大 小 取决 于 抑制 剂 与 酶 的 相对 亲和力 以 及 抑制 剂 与 


底 物 浓度 的 相对 比例 。 增 加 底 物 浓度 可 降低 或 解除 人 人. 
抑制 剂 对 酶 的 抑制 作用 。 

1) 竞争 性 抑制 动力 学 : 抑制 剂 的 结构 与 底 物 @ se 
结构 相似 ， 能 与 底 物 竞争 结合 在 酶 的 活性 中 心 ， 从 DD re 
而 降低 或 抑制 酶 的 活力 ， 这 种 抑制 剂 称 竞争 性 抑制 
剂 ， 这 种 抑制 作用 称 竞争 性 抑制 作用 (competitive 。 图 2-13 抑制 剂 和 底 物 竞争 与 酶 结合 
inhibition) ， 见 图 2-13。 Se 
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启 及 
E+ST FS OFE+P (2-53) 
| EI (2-54) 
假设 酶 与 抑制 剂 的 反应 可 迅速 达到 平衡 : 
er = (2-55) 
因此 : 
hs 
Cr = Bt (2-56) 
根据 前 期 米 氏 方程 的 推导 ， 可 以 得 出 ， 当 有 抑制 剂 存在 时 : 
ec 
= 一 一 (2-57) 
| 
Cs 十 ke 人 十 &) 


例 一 ， 如 琥珀 酸 脱氧 酶 催化 焉 珀 酸 脱氧 生成 延 胡 索 酸 ， 而 丙 二 酸 、 苹 果 酸 及 草 酰 乙酸 与 
琥珀 酸 结 构 相 似 ， 所 以 它们 都 可 与 琥珀 酸 脱氧 酶 的 底 物 结合 部 位 结合 ， 抑 制 该 酶 的 活力 ， 这 
几 种 物质 均 是 琥珀 酸 脱 所 酶 的 莞 争 性 抑制 剂 。 

例 二 ,竞争 性 抑制 作用 的 原理 可 用 来 阐明 某 些 药 物 的 作用 原理 和 指导 新 药 合成 。 某 些 细 
菌 以 对 氨基 葵 甲 酸 、 二 氧 蝶 啶 及 谷 氮 酸 为 原料 合成 二 氧 叶 酸 ， 并 进一步 生成 四 氧 叶 酸 ， 四 和 氢 
叶酸 是 细菌 核酸 合成 的 辅酶 。 磺 胺 药物 与 对 氨基 茶 甲 酸 结构 相似 ， 是 细菌 二 氧 叶酸 合成 酶 的 
竞争 性 抑制 剂 。 它 通过 降低 菌 体 内 四 氧 叶酸 的 合成 能 力 ， 阻 碍 核酸 的 生物 合成 ， 抑 制 细菌 的 
繁殖 ， 达 到 抑 菌 的 目的 (图 2-14)。 


HoN 《> SO2NHR. H2N 一 4》 coo 


磺胺 类 药物 对 氨基 茶 甲 酸 


人 RN -所 叶酸 还 原 酶 
二 气 蝶 喧 二 氧 叶酸 一 一 一 一 一 ~ 四 氧 叶 酸 
谷 氨 酸 二 气 叶酸 合成 酶 


2-14 ”磺胺 药物 抑 菌 原理 


氨 甲 蝶 啶 、 氟 尿 喀 啶 、6- 往 基 味 叭 等 ， 都 是 酶 的 竞争 性 抑制 剂 ， 分 别 抑制 四 氧 叶酸 、 脱 
氧 喀 啶 核 苷 酸 及 味 叭 核 苷 酸 的 合成 ， 从 而 抑制 肿瘤 的 生长 ， 在 临床 上 被 用 做 抗 癌 药 物 。 

竞争 性 抑制 作用 的 特征 曲线 如 图 2-15 所 示 。 

从 图 2-15 中 可 看 到 ， 苋 争 性 抑制 剂 使 反应 速率 降低 ，K, 值 增 大 ， 但 对 VV, 并 无 影响 。 

2) 非 范 争 性 抑制 动力 学 : 有 些 抑 制剂 可 与 酶 活力 中 心 以 外 的 必需 基 团 结合 ， 不 影响 酶 
与 底 物 的 结合 ， 也 就 是 说 ， 抑 制剂 和 底 物 可 同时 结合 在 酶 分 子 上 ， 形 成 的 酶 - 底 物 - 抑制 剂 
复合 物 (EST) ， 不 能 释放 出 产物 ， 使 酶 活力 丧失 ， 这 种 抑制 剂 称 为 非 兖 争 性 抑制 剂 ， 这 种 
抑制 作用 称 为 非 竞 争 性 抑制 作用 (non-competitive inhibition) (图 2-16) 。 

如 图 2-16 所 示 ,， 在 非 竞 争 性 抑制 作用 中 ， 抑 制剂 主要 结合 在 维持 酶 分 子 构象 的 必需 基 
团 上 或 结合 在 活性 中 心 的 催化 基 团 上 ， 从 而 降低 酶 的 活性 。 其 反应 速度 根据 前 期 米 氏 方程 的 
推导 可 以 得 出 ， 当 有 抑制 剂 存在 时 : 
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处- 人 (+ 疝 ) 
人 


本 有 竞争 性 抑制 剂 
Vv 
无 抑制 剂 
名- 人 
3 
= as 
| | 更 二 | 
OO Km Km( 变 大 ) cs 1 O a 
-无 (1+Z) 
(a) m 1 (b) 


图 2-15 ”竞争 性 抑制 作用 动力 学 曲线 
(a) cs 对 v 作 图 ;(b) 双 倒数 作 图 


o| 10 
人 
2-16 ” 非 竞争 性 抑制 作用 
Vs 


| (0 + Ej + oa) 


(2-58) 


非 莞 争 性 抑制 作用 的 特征 曲线 如 图 2-17 所 示 。 可 以 看 出 ， 非 竞争 性 抑制 剂 存在 的 曲线 
与 无 抑制 剂 存在 的 曲线 共同 相交 于 横 坐 标 - 1/K。 处 ， 纵 坐标 截 距 因 抑制 剂 的 存在 而 变 大 。 
这 说 明 非 竞争 抑制 剂 使 反应 速度 降低 ，K, 值 不 发 生 改变 ，Vi, 减 小 。 


人 hl Kn 1 
斜率 - 记 e(+ 及 
Cn 有 非 竞争 性 抑制 痢 
无 抑制 
Poa ke 无 抑制 剂 
i (1+ 2) a Kn 
oe 有 非 竞 争 性 抑制 剂 Pm A We 
dpe 
2 /人 
p20 
: 汉 ed 
0 (不 变 ) a “0 
(a) Kn (b) 


图 2-17” 非 竞争 性 抑制 作用 动力 学 曲线 
(a) cs 对 " 作 图 ; (b) 双 倒数 作 图 
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3) 反 竞争 性 抑制 动力 学 : 有 些 抑制 剂 必须 在 酶 结 © 
合 了 底 物 之 后 才能 与 酶 和 底 物 的 中 间 产 物 结合 ， 该 抑 @ 二 @> 


制剂 与 单独 的 酶 不 结合 ， 称 为 反 竞 争 性 抑制 剂 ， 这 种 


抑制 作用 称 为 反 竞 争 抑制 作用 (uncompetitive inhibi- | D 
tion) 。 反 竞争 性 抑制 常见 于 多 底 物 反 应 中 ， 如 愤 类 化 
合 物 抑制 胃 和 蛋白酶 (图 2-18) 。 
根据 前 期 米 氏 方程 的 推导 可 以 得 出 ， 当 有 抑制 剂 @> 
存在 时 
本 we (2.59) 图 2-18 反 竞 争 性 抑制 作用 


天 。 十 (4 和 全) 
反 劳 争 性 抑制 作用 的 特征 曲线 如 图 2-19 所 示 。 可 以 看 出 ， 反 竞争 性 抑制 剂 存在 使 反应 
速度 降低 ，K, 值 和 Vi 都 减 小 。 


于 。 有 反 竞 争 性 抑制 剂 
3 Ee 
无 抑制 齐 无 抑制 剂 
el 
he F a KI , 科 率 = 不 
大 机上 -7 有 反 竞 争 性 抑制 齐 村 事态 
“ _1_ 
2 Vnax 
1 2 到 二 
0 KKn ce i iN = 
变 小 一 ai -一 Cs 
( 变 小 ) 二 二 (+ 太 ] -至 i 


2-19” 反 竞争 性 抑制 作用 动力 学 曲线 
(a) cs 对 vw 作 图 ;(b) 双 倒数 作 图 
表 2-4 对 比 了 可 逆反 应 中 3 种 抑制 剂 类 型 对 酶 反应 动力 学 及 动力 学 参数 的 影响 。 
表 2-4 不 同 抑制 剂 对 米 氏 方程 及 米 氏 常数 等 的 影响 
抑制 剂 类 型 反应 速率 方程 式 


无 抑制 剂 


竞争 性 抑制 剂 


六 于 


非 竞争 性 抑制 齐 1+ ra 
RE +es 


Vs 
反 竞 争 性 抑制 3 


Ki 酶 抑制 剂 解 离 常数 天 = cpc/em 
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2.2.4 激活 剂 对 酶 促 反应 速度 的 影响 


几 能 使 酶 由 无 活力 变 为 有 活力 或 使 酶 活力 提高 的 物质 ， 统 称 为 激活 剂 (activator) 。 

激活 剂 的 种 类 很 多 ， 从 无 机 离子 到 高 分 子 有 机 化 合 物 ， 如 DNA 聚合 酶 、 己 糖 激酶 、 磷 
酸 果糖 激酶 等 催化 反应 时 都 需要 有 Mg 存在 ， 而 Cl” 可 提高 唾液 淀粉 酶 的 活力 ， 某 些 有 机 
小 分 子 ， 如 抗坏血酸 、 半 胱 氨 酸 、 还 原型 谷 胱 甘 肽 等 对 琉 基 酶 有 激活 作用 ， 可 以 使 二 硫 键 打 
开 ， 恢 复 酶 的 催化 活性 。 

乙 二 胺 四 乙酸 (EDTA) 能 去 除 重金 属 离子 对 酶 的 抑制 作用 。 这 类 能 去 除 抑制 剂 的 物质 
也 可 称 为 激活 剂 。 激 活 剂 的 作用 是 相对 的 ， 一 种 酶 的 激活 剂 对 男 一 种 酶 来 说 ， 也 可 能 是 一 种 
抑制 剂 。 不 同 浓度 的 激活 剂 对 酶 活力 的 影响 也 不 相同 ， 往 往 是 在 低 浓度 下 起 激活 作用 ， 高 浓 
度 下 则 产生 抑制 作用 。 


2.2.5 固定 化 酶 反应 动力 学 


酶 的 催化 作用 具有 高 选择 性 、 高 催化 活性 、 反 应 条 件 温 和 、 环 保 无 污染 等 特点 ， 但 游离 
状态 的 酶 对 热 、 强 酸 、 强 碱 、 高 离子 强度 、 有 机 溶剂 等 稳定 性 较 差 ， 易 失 活 ， 并 且 反 应 后 混 
入 催化 产物 等 物质 ， 纯 化 困难 ， 不 能 重复 使 用 。 为 了 克服 这 些 问题 ，20 世纪 60 年 代 酶 固定 
化 技术 应 运 而 生 。 它 是 模拟 体内 酶 的 作用 方式 (体内 酶 多 与 膜 类 物质 相 结 合并 进行 特有 的 
催化 反应 ) ， 通 过 化 学 或 物理 的 手段 ， 用 载体 将 酶 束缚 或 限制 在 一 定 的 区 域内 ， 使 酶 分 子 在 
此 区 域 进行 特有 和 活跃 的 催化 作用 ， 并 可 回收 及 长 时 间 重 复 使 用 的 一 种 交叉 学 科技 术 。 

固定 化 酶 (immobilized enzyme) 这 个 术语 是 在 1971 年 酶 工程 会 议 上 被 推荐 使 用 的 。Tre- 
van 在 1980 年 给 出 了 固定 化 酶 的 定义 酶 的 固定 化 就 是 通过 某 些 方法 将 酶 与 载体 相 结 合 后 
使 其 不 溶 于 含有 底 物 的 相 中 ， 从 而 使 酶 被 集中 或 限制 在 一 定 的 空间 范围 内 进行 酶 解 反 应 。 其 
实 ， 固 定 化 酶 并 不 是 新 的 物质 ， 例 如 ， 胞 内 酶 是 在 细胞 内 起 作用 的 ,类似 于 用 包 埋 方法 制 成 
的 固定 化 酶 。 因 此 ， 固 定 化 酶 研究 一 定 程 度 上 可 以 认为 是 为 了 使 酶 在 更 接近 其 原始 状态 下 进 
行 的 反应 。 对 各 种 酶 的 固定 化 技术 进行 积极 的 研究 与 开发 始 于 20 世纪 50 年 代 ， 通 过 重 氮 化 
共 价 结合 法 将 羧 肽 酶 、 淀 粉 酶 、 胃 和 蛋白酶 等 固定 在 聚 氮 基 葵 乙 烯 树脂 上 ; 1963 年 ， 利 用 聚 
丙烯 酰胺 包 埋 法 固定 了 多 种 酶 ，1969 年 ， 日 本 的 一 家 制药 公司 首次 将 固定 化 的 酰 化 氨基 酸 
水 解 酶 用 来 从 混合 氨基 酸 中 生产 二 氨基酸， 开辟 了 固定 化 酶 工业 化 应 用 的 新 纪元 。 

固定 化 酶 与 游离 酶 相 比 的 主要 优点 是 : 极 易 将 固定 化 酶 与 底 物 、 产 物 分 开 ; 可 以 在 较 长 
时 间 内 进行 反复 分 批 反应 和 装 柱 连续 反应 ， 在 大 多 数 情况 下 ， 能 够 提高 酶 的 稳定 性 ; 酶 反应 
过 程 能 够 加 以 严格 控制 ， 反 应 产物 溶液 中 没有 酶 的 残留 ， 简 化 了 提纯 工艺 ;， 较 游离 酶 更 适合 
于 多 酶 反应 ; 可 以 增加 产物 的 回收 率 ， 提 高 产物 的 质量 ; 酶 的 使 用 效率 提高 ， 成 本 降低 。 与 
此 同时 ， 固 定 化 酶 也 存在 一 些 缺 点 : 固定 化 时 ， 酶 活力 有 损失 ; 固定 化 酶 增加 了 生产 的 成 
本 ， 工 厂 初 始 投资 大 ; 固定 化 酶 只 能 用 于 可 溶性 底 物 ， 而 且 较 适用 于 小 分 子 底 物 ， 对 大 分 子 
底 物 则 不 适用 ;与 完整 菌 体 相 比 ， 不 适用 于 多 酶 反应 ， 特 别 是 需要 辅助 因子 的 反应 ; 胞 内 酶 
必须 经 过 酶 的 分 离 手续 。 

酶 的 固定 化 ,不仅 使 酶 的 活力 发 生 了 变化 ， 而 且 由 于 固定 化 酶 的 引入 ， 反 应 体系 变 成 为 
多 相 体系 ， 例 如 液 - 固体 系 、 气 - 液 -固体 系 等 。 因 此 在 研究 固定 化 酶 催化 反应 动力 学 时 ， 
不 仅 要 考虑 催化 反应 的 本 征 动力 学 规律 ， 更 要 研究 反应 物 的 质量 传递 规律 ， 要 研究 物质 的 质 
量 传递 对 酶 催化 反应 过 程 的 影响 。 建 立 其 同时 包括 物质 传递 速率 和 催化 反应 速率 的 动力 学 方 
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程 。 这 种 方程 一 般 称 为 宏观 动力 学 方程 。 它 是 设计 固定 化 酶 反应 器 和 确定 其 操作 条 件 的 理论 
基础 ， 也 是 本 节 的 重点 。 


2.3 ”固定 化 酶 的 性 质 


2.3.1 酶 的 固定 化 方法 


酶 的 固定 化 方法 很 多 ,但 对 任何 酶 都 适用 的 方法 是 没有 的 。 游 离 酶 经 过 固定 化 后 变 为 固定 
化 酶 ， 其 性 质 将 发 生 很 大 的 变化 ， 这 种 变化 很 复杂 ， 常 因 酶 的 种 类 、 所 催化 的 反应 、 所 用 的 载 
体 和 采用 的 固定 化 方法 不 同 而 异 。 酶 的 固定 化 方法 按 用 于 结合 的 化 学 反应 的 类 型 进行 分 类 ， 包 
括 物理 结合 法 、 化 学 结合 法 和 包 埋 法 。 男 外 ， 还 发 展 出 一 些 更 新 的 固定 化 方法 (图 2-20) 。 


图 2-20 固定 化 酶 的 模式 
(a) 离子 结合 ，(b) 共 价 结合 ; (ec) 交 联 ; 
(d) 聚合 物 包 埋 ; (e) 疏 水 作用 ; (f) 脂 质 体 包 埋 ; (g) 微 胶 圳 


1. 物理 结合 法 

(1) 结晶 法 : 就 是 使 酶 结晶 从 而 实现 固定 化 的 方法 。 对 于 晶体 来 说 ， 载 体 就 是 酶 蛋白 本 
身 。 它 提供 了 非常 高 的 酶 浓度 。 对 于 活力 较 低 的 酶 来 说 ， 这 一 点 就 更 具 优 越 性 。 酶 的 活力 低 
不 仅 限制 了 固定 化 技术 的 运用 ， 而 且 当 酶 的 活力 低 时 ， 通 常 使 用 酶 的 费用 较 昂 贵 。 当 提高 酶 
的 浓度 时 ， 就 提高 了 单位 体积 的 活力 ， 并 因此 缩短 了 反应 时 间 。 但 是 这 种 方法 也 存在 局 限 
性 : 在 不 断 的 重复 循环 中 ， 酶 会 有 损耗 ， 从 而 使 得 固定 化 酶 浓度 降低 。 

(2) 分 散 法 : 就 是 通过 酶 分 散 于 水 不 溶 相 中 从 而 实现 固定 化 的 方法 。 对 于 在 水 不 溶 的 有 
机 相 中 进行 的 反应 ,最 简单 的 固定 化 方法 是 将 干粉 甚 浮 于 溶剂 中 , 并 且 可 以 通过 离心 的 方法 
将 酶 进行 分 离 和 再 利用 。 然 而 , 如 果 酶 分 布 不 好 , 将 引起 传 质 现象 。 导 臻 活力 低 的 一 个 原因 
是 目前 还 没有 完善 的 酶 粉末 的 保存 体系 。 比 如 酶 由 于 潮湿 和 反应 产生 的 水 使 储存 的 冻 干粉 变 
得 发 黏 并 使 酶 的 颗粒 较 大 。 另 外 ， 在 有 机 溶剂 中 ， 酶 的 构象 和 稳定 性 也 能 影响 其 活力 。 对 于 
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用 在 有 机 溶剂 中 的 固定 化 酶 ， 有 许多 途径 可 以 提高 它们 的 反应 速率 : 中 正确 的 体系 和 储存 状 
态 使 酶 粉末 充分 分 散 ， 有 助 于 提高 活力 ; @) 与 亲 脂 化 合 物 的 共 价 连接 能 增加 酶 在 有 机 相 中 的 
溶解 度 。 

(3) 吸附 法 : 是 酶 被 物理 吸附 于 水 不 溶性 载体 上 的 一 种 固定 化 方法 。 此 类 载体 很 多 ， 可 
分 为 无 机 载体 和 有 机 载体 两 大 类 。 常 用 的 无 机 载体 有 活性 炭 、 多 和 孔 玻璃 、 多 和 孔 陶 咨 、 酸 性 白 
土 、 漂 白土 、 硅 胶 、 膨 润 土 、 金 属 氧 化 物 等 ， 有 机 载体 有 淀粉 、 谷 蛋白 、 纤 维 素 及 其 衍生 物 、 
甲壳 素 及 其 衍生 物 等 。 物 理 吸 附 法 具有 酶 活力 中 心 不 易 被 破坏 和 酶 高 级 结构 变化 少 的 优点 ， 
因而 酶 活力 损失 很 少 。 若 能 找到 适当 的 载体 ， 这 是 一 种 很 好 的 方法 ,但 是 它 有 酶 与 载体 相互 
间作 用 力 弱 、 酶 易 脱 落 等 缺点 。 

(4) 离子 结合 法 : 是 将 酶 与 含有 离子 交换 基 团 的 水 不 溶性 载体 以 静电 作用 力 相 互 结合 
的 固定 化 方法 。 常 用 的 阴离子 交换 剂 载体 有 DEAE- 纤 维 素 、DEAE- 葡 聚 糖 凝 胶 等 ; 阳离子 交 
换 剂 载体 有 CM- 纤 维 素 、IRC-50 、CG-50 等 。 离 子 结合 法 的 优点 是 操作 简单 ， 操 作 条 件 温 
和 ， 酶 的 高 级 结构 和 活性 中 心 的 氨基 酸 不 易 被 破坏 ， 能 得 到 酶 活力 回收 率 较 高 的 固定 化 酶 ; 
缺点 是 载体 和 酶 的 结合 力 较 弱 ， 容 易 受 缓冲 溶液 的 种 类 或 pH 的 影响 ， 在 离子 强度 高 的 条 件 
下 反应 时 ， 酶 往往 会 从 载体 上 脱落 。 

2. 化 学 结合 法 

(1) 共 价 结合 法 : 是 将 酶 与 聚合 物 载体 以 共 价 键 结合 的 固定 化 方法 。 此 法 研究 较为 成 
熟 。 与 载体 共 价 结合 的 酶 的 功能 基 团 包括 : 氨基 、 羚 基 、 酚 基 、 琉 基 、 产 基 、 咪 哄 基 等 。 参 
与 共 价 结 合 的 氨基 酸 残 基 不 应 是 酶 催化 活性 所 必需 的 ， 否 则 ， 往 往 会 造成 固定 化 后 的 酶 活力 
完全 丧失 。 共 价 结合 法 与 物理 吸附 法 相 比 ， 其 优点 是 酶 与 载体 结合 牢固 ， 一 般 不 会 因 底 物 浓 
度 高 或 存在 盐 类 等 原因 而 轻易 脱落 。 但 是 该 方法 要 求 的 反应 条 件 苛 刻 ， 操 作 复 杂 ， 而 且 由 于 
采用 了 比较 激烈 的 反应 条 件 ， 会 引起 酶 蛋白 高 级 结构 变化 ， 破 坏 部 分 活性 中 心 ， 因 此 往往 不 
能 得 到 比 活力 高 的 固定 化 酶 ， 酶 活力 回收 率 一 般 为 30% 左右 ， 甚 至 底 物 的 专 一 性 等 酶 的 性 
质 也 会 发 生变 化 ， 并 且 制 备 过 程 繁 杂 。 

(2) 交 联 法 : 是 通过 双 功 能 或 多 功能 基 试 剂 与 酶 分 子 之 间 进行 分 子 交 联 的 固定 化 方法 。 
此 法 与 共 价 结合 法 一 样 ， 也 是 利用 共 价 键 固定 化 酶 ， 所 不 同 的 是 它 不 使 用 载体 。 这 种 方法 是 
通过 双 功能 或 多 功能 试剂 在 酶 分 子 之 间 形 成 共 价 键 ， 把 酶 蛋白 分 子 彼此 交 联 起 来 ， 形 成 立体 
化 网 状 结构 的 固定 化 酶 。 这 种 聚集 体 完全 不 溶 于 水 ,并 且 不 需要 使 用 载体 。 

交 联 使 用 的 试剂 可 以 是 具有 两 种 相同 的 功能 基 团 〈 均 一 双 功 能 试剂 ) ， 或 具有 两 种 或 两 
种 以 上 不 同 功 能 基 团 ( 杂 或 非 均 一 多 功能 试剂 )。 后 者 在 将 酶 结合 到 不 溶性 载体 上 的 应 用 要 
比 在 分 子 间 交 联 反应 中 使 用 得 更 普遍 。 经 常 使 用 的 试剂 有 以 下 几 种 : 中 通过 与 赖 氨 酸 残 基 形 
成 希 夫 碱 的 戊 二 醛 ; @) 通 过 重 氮 耦 联 反应 与 -不 氨 酸 、Z- 半 胱 氨 酸 、Z- 酷 氨 酸 、7- 组 氨 酸 、 
L- 精 氨 酸 残 基 反 应 形成 酰胺 键 ( 肽 键 ) 的 异氰酸酯 ，@ 发 生 重 氮 耦 合 反应 的 双重 氮 联 苯胺 
等 。 其 中 戊 二 醛 是 目前 最 广泛 使 用 的 交 联 剂 之 一 。 和 蛋白 质 由 戊 二 醛 形成 的 交 联 网 络 经 常 是 不 
可 逆 的 ， 并 且 能 够 经 受 得 住 pH 或 温度 的 剧烈 变化 。 但 这 种 方法 的 缺点 是 ， 反 应 条 件 比较 剧 
烈 ， 酶 活力 较 低 ， 很 少 单独 使 用 。 如 果 能 降低 交 联 剂 浓度 和 缩短 反应 时 间 ， 将 有 利于 固定 化 
酶 活力 的 提高 。 

3. 包 埋 法 ” 包 埋 固定 化 方法 是 把 酶 定位 于 聚合 物 材料 或 膜 的 格子 结构 中 (多孔 载 体 ) 
有 限 的 空间 内 。 酶 在 该 空间 内 的 行动 受到 限制 ， 不 能 随意 地 离开 而 进入 周围 介质 中 ， 这 样 可 
防止 酶 蛋白 的 释放 ， 但 底 物 和 产物 则 能 自由 地 进入 这 个 空间 。 包 埋 法 一 般 不 需要 与 酶 蛋白 的 
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氨基 酸 残 基 进 行 结合 反应 ， 很 少 改变 酶 的 高 级 结构 ， 酶 活力 回收 率 较 高 ， 可 用 于 包 埋 各 种 
酶 、 微 生物 细胞 和 具有 不 同 大 小 、 不 同性 质 的 细胞 器 。 但 是 在 包 埋 时 发 生化 学 聚合 反应 ， 酶 
容易 失 活 ， 必 须 巧妙 设计 反应 条 件 。 由 于 只 有 小 分 子 可 以 通过 网 格 扩散 ， 并且 这 种 扩散 阻力 
还 会 导致 固定 化 酶 动力 学 行为 的 改变 ， 降低 酶 活力 ， 因 此 包 埋 法 只 适合 作用 于 小 分 子 底 物 和 
产物 的 酶 ， 对 于 那些 作用 于 大 分 子 底 物 和 产物 的 酶 是 不 适合 的 。 

包 埋 法 一 般 可 分 为 网 格 型 和 微 喜 型 两 种 。 将 酶 包 埋 于 高 分 子 凝 胶 细微 网 格 内 的 称 为 网 格 
型 ; 将 酶 包 埋 在 高 分 子 半 透 膜 中 的 称 为 微 喜 型 。 

(1) 网 格 型 : 用 于 此 法 的 高 分 子 化 合 物 有 聚 丙 烯 酰胺 、 聚 乙烯 醇 和 光敏 树脂 等 高 分 子 化 
合 物 ， 以 及 淀粉 、 明 胶 、 卡 拉 胶 、 胶 原 、 大 豆 蛋 白 、 壳 聚 糖 、 海 藻 酸 钠 等 天 然 高 分 子 化 合 
物 。 前 一 类 常 采 用 在 酶 存在 下 聚合 合成 高 分 子 的 单 体 或 预 聚 物 的 方法 ， 后 一 类 常 采用 溶胶 状 
天 然 高 分 子 物质 在 酶 存在 下 凝 胶 化 的 方法 。 大 多 数 酶 可 以 采用 这 种 方法 进行 固定 。 

(2) 微 圳 型 . 将 酶 包 在 直径 为 几 微米 到 几 百 微米 的 球 型 半 透 聚合 物 膜 内 即 形成 微 胶 宫 
化 酶 。 这 种 固定 化 的 酶 是 用 物理 方法 包 埋 在 膜 内 的 ， 只 要 底 物 和 产物 分 子 的 大 小 能 够 通过 半 
透 膜 ， 底 物 和 产物 分 子 就 能 够 自由 扩散 通过 膜 。 这 种 包 埋 法 的 主要 优点 是 : 使 用 较 小 的 体积 
就 可 以 为 酶 与 底 物 的 接触 提供 极 大 的 表面 积 ， 有 可 能 用 简单 的 步骤 将 多 种 酶 同时 固定 。 但 在 
微 胶 吉 化 过 程 中 ,用 这 种 固定 化 方法 ， 酶 偶尔 可 能 失 活 ， 需 要 高 浓度 的 酶 ， 所 用 的 某 些 微 胶 
才 化 方法 有 可 能 使 酶 组 合 在 膜 辟 上， 在 使 用 中 会 有 酶 漏出 。 制 备 微 才 型 固定 化 酶 常用 的 方法 
有 以 下 几 种 : 中 界面 沉淀 法 。 利 用 某 些 高 聚 物 在 水 相 和 有 机 相 的 界面 上 溶解 度 极 低 而 形成 皮 
膜 将 酶 包 埋 的 原理 。 一 般 是 先 将 含 高 浓度 血红 蛋白 的 酶 溶液 在 与 水 不 互 溶 的 有 机 相 中 乳化 ， 
在 油 溶 性 的 表面 活性 剂 存在 下 形成 油 包 水 型 微 滴 ， 青 将 溶 于 有 机 溶剂 的 高 聚 物 加 入 乳化 液 
中 ， 然 后 加 入 一 种 不 溶解 高 聚 物 的 有 机 溶剂 ， 使 高 聚 物 在 油 -水 界面 上 沉淀 析出 ， 形 成 膜 ， 
将 酶 包 埋 ， 最 后 在 乳化 剂 的 帮助 下 由 有 机 相 移 人 水 相 。 此 法 条 件 温和 ， 酶 不 易 失 活 ， 但 要 完 
全 除去 膜 上 残留 的 有 机 溶剂 很 困难 。 作 为 膜 材料 的 高 聚 物 有 硝酸 纤维 素 、 聚 茶 乙 烦 和 聚 甲 基 
丙烯酸 甲 酯 等 。@) 界 面 聚合 法 。 这 是 利用 界面 聚合 的 原理 用 亲 水 性 单 体 和 玻 水 性 单 体 将 酶 包 
埋 于 半 穿 透 性 聚合 体 中 的 方法 。 具 体 方法 是 : 将 酶 的 水 溶液 和 亲 水 单 体 用 一 种 与 水 不 相 溶 的 
有 机 溶剂 制 成 乳化 液 ， 再 将 深 于 同一 有 机 溶剂 的 玻 水 单 体 溶 液 ， 在 搅拌 下 加 入 上 述 乳 化 液 
中 ; 在 乳化 液 中 的 水 相 和 有 机 深 剂 之 间 发 生 聚 合 反应 ， 水 相 中 的 酶 即 包 埋 于 聚合 体 膜 内 。 该 
法 制备 的 微 喜 大 小 能 通过 调节 乳化 剂 浓度 和 乳化 时 的 搅拌 速度 而 自由 控制 ， 制 备 过 程 所 需 时 
间 非 常 短 。 但 在 包 埋 过 程 中 由 于 发 生化 学 反应 而 会 引起 某 些 酶 失 活 。@®) 二 级 乳化 法 。 将 一 种 
坚 合 物 溶 于 一 种 沸点 低 于 水 ， 且 与 水 不 混 溶 的 溶剂 中 ， 加 入 酶 的 水 溶液 ， 并 用 油 溶性 表面 活 
性 剂 为 乳化 剂 ， 制 成 第 一 个 乳化 液 。 此 乳化 液 属 于 “ 油 包 水 ”型 ， 把 它 分 散 于 含有 保护 性 
胶 质 〈 如 明胶 、 聚 丙烯 醇 和 表面 活性 剂 ) 的 水 深 液 中 ， 形 成 第 二 个 乳化 液 。 不 断 搅拌 ， 低 
温 (真空 ) 薰 出 有 机 涂 剂 ， 便 得 到 含 酶 的 微 赛 。 常 用 的 高 聚 物 有 乙 基 纤维 素 、 聚 茶 乙 炳 等 ， 
常用 有 机 溶剂 为 茶 、 环 已 烷 和 和 氯仿。 此 法 制备 比较 容易 ， 酶 几乎 不 失 活 ， 但 残留 的 有 机 溶剂 
难以 完全 除 尽 ， 而 且 膜 也 比较 厚 ， 会 影响 底 物 扩散 。@@ 脂 质 体 包 埋 法 。 是 近年 来 研制 成 功 的 
一 种 新 微 填 法 ， 其 基本 原理 是 利用 表面 活性 剂 和 卵 磷脂 等 形成 液 膜 而 将 酶 包 埋 。 其 显著 特征 
是 底 物 或 产物 的 膜 透 过 性 不 依赖 于 膜 孔径 的 大 小 ， 而 只 依赖 于 膜 成 分 的 溶解 度 ， 因 此 ， 可 以 
加 快 底 物 透 过 膜 的 速度 。 

(3) 其 他 包 埋 方法 : 如 辐射 包 埋 法 ， 酶 溶解 在 纯 单 体 水 溶液 、 单 体 加 聚 物 水 溶液 或 纯 聚 
合 物 水 溶液 中 ， 在 低温 或 常温 下 ， 用 y 射线 、X 射线 或 电子 束 进行 辐射 ， 可 以 得 到 包 埋 有 酶 
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的 亲 水 凝 胶 。 如 y 射线 引发 丙烯 醛 与 聚 乙烯 膜 接 枝 聚 合 后 ， 活 性 醛 基 可 共 价 固定 化 葡萄 糖 
氧化 酶 并 呈现 良好 结果 。 

4. 固定 化 酶 的 其 他 方法 

(1) 磁性 高 分 子 微 球 固定 化 酶 : 磁性 高 分 子 微 球 指 内 部 含有 磁性 金属 或 金属 氧化 物 的 超 
细 粉 末 而 具有 磁 响 应 性 的 高 分 子 微 球 。 它 是 近 20 年 发 展 起 来 的 一 种 新 型 功能 高 分 子 材料 。 
磁性 高 分 子 微 球 既 可 以 通过 共聚 、 表 面 改 性 等 化 学 反应 在 微 球 表 面 引 入 多 种 反应 性 功能 基 
团 ， 也 可 通过 共 价 键 来 结合 酶 、 细 胞 、 抗 体 等 生物 活性 物质 ， 在 外 加 磁场 的 作用 下 ， 进 行 加 
速 反 应 或 分 离 ， 因 而 在 生物 工程 、 生 物 医学 及 细胞 学 等 领域 有 着 广阔 的 前 景 。 在 固定 化 酶 体 
系 中 ， 可 以 用 磁性 高 分 子 微 球 作为 结合 酶 的 载体 。 

与 非 磁 性 微 球 相 比 ， 磁 性 高 分 子 微 球 作为 酶 固定 化 载体 , 具有 以 下 优点 : 中 有 利于 固定 化 
酶 从 反应 体系 中 分 离 和 回收 ， 操 作 简单 ，@ 对 于 双 酶 反应 体系 ， 当 一 种 酶 失 活 较 快 时 ， 就 可 以 
用 磁性 材料 来 固 载 另 一 种 酶 ， 回 收 后 反复 使 用 ， 降 低 成 本 ; (3) 磁性 载体 固定 化 酶 放 入 磁性 稳定 
的 流动 床 反应 器 中 ， 可 以 减少 持续 反应 体系 中 的 操作 ， 适 合 于 大 规模 连续 化 操作 ;@ 利 用 外 部 
磁场 可 以 控制 磁性 材料 固定 化 酶 的 运动 方式 和 方向 ， 蔡 代 传 统 的 机 械 搅拌 方式 ， 提 高 固定 化 酶 
的 催化 效率 ; @ 可 以 改善 酶 的 生物 相 容 性 、 免 疫 活性 、 亲 踊 水 性 ; @ 提 高 酶 的 稳定 性 。 

(2) 超声 波 固定 化 酶 : 利用 超声 波 使 高 分 子 主 链 均 裂 产 生 自由 引发 功能 性 单 体 后 ， 青 只 
合成 通 段 共聚 物 载体 ， 用 此 载体 固定 化 酶 ， 因 此 ， 借 助 现代 技术 可 使 一 般 性 聚合 物 经 功能 化 
改 性 成 为 新 的 酶 固定 化 载体 。 超 声波 方法 在 克服 加 热 反应 或 放 热 反应 可 能 导致 酶 及 细胞 活性 
下 降 方面 有 良好 效果 ， 固 定 化 反应 不 仅 可 在 温和 条 件 下 进行 ， 且 随 反 应 温度 降低 而 加 速 反 
应 。 一 些 实验 研究 结果 表明 : 在 超声 波 作 用 下 ， 酶 主 链 肽 键 亦 可 均 裂 成 大 分 子 自 由 基 。 大 多 
数 酶 的 溶液 经 超声 波 处 理 后 仅 部 分 失 活 ， 有 少数 酶 完全 不 失 活 。 增 大 酶 浓度 ， 加 入 可 保护 酶 
活力 性 位 点 的 抑制 剂 ， 或 在 反应 器 中 充 人 某 气 体 ( 如 氧气) 等 可 避免 或 减少 酶 的 超声 失 活 。 

(3) 热处理 法 固定 化 酶 : 将 含 酶 细胞 在 一 定 温 度 下 加 热处理 一 段 时 间 使 酶 固定 在 菌 体内 
而 制备 得 到 固定 化 菌 体 。 热 处 理 法 只 适用 于 那些 热 稳定 性 较 好 的 酶 的 固定 化 。 在 加 热处理 
时 ， 要 严格 控制 好 加 热 温 度 和 时 间 ， 以 免 引起 酶 的 变性 失 活 。 例 如 ， 将 培养 好 的 含 葡萄 糖 异 
构 酶 的 链 霉菌 细胞 在 60 ~ 655 的 温度 下 处 理 15min， 和 葡萄糖 异 构 酶 全 部 固定 在 菌 体内 。 热 
处 理 法 也 可 与 交 联 法 或 其 他 固定 化 法 联合 使 用 ， 进 行 双 重 固 定 化 。 

(4) 等 离子 体 技术 固定 化 酶 : 等 离子 体 技术 可 使 载体 单位 面积 固定 化 酶 的 量 增 大 ， 提 
高 酶 结合 率 。 


2. 3.2 固定 化 对 酶 性 质 的 影响 


1. 固定 化 后 酶 活力 的 变化 ”固定 化 酶 的 活力 在 多 数 情况 下 比 天 然 酶 小 。 在 同一 测定 条 
件 下 ， 固 定 化 酶 的 活力 要 低 于 等 摩尔 原 酶 的 活力 的 原因 可 能 是 酶 分 子 在 固定 化 过 程 中 ， 空 
间 构 象 会 有 所 变化 ， 甚 至 影响 了 活性 中 心 的 氨基 酸 ; 固定 化 后 ， 酶 分 子 空间 自由 度 受 到 限制 
(空间 位 阻 ) ， 会 直接 影响 活性 中 心 对 底 物 的 定位 作用 ; 内 扩散 阻力 使 底 物 分 子 与 活性 中 心 
的 接近 受阻 ; 包 埋 时 ， 酶 被 高 分 子 物质 半 透 膜 包围 ， 不 能 透 过 膜 与 酶 接近 。 不 过 也 有 个 别 情 
况 ,， 酶 在 固定 化 后 反而 比 原 酶 活力 提高 ， 原 因 可 能 是 耦 联 过 程 中 得 到 化 学 修饰 ， 或 固定 化 过 
程 提高 了 酶 的 稳定 性 。 

2. 固定 化 对 酶 稳定 性 的 影响 酶 的 稳定 性 包括 酶 对 各 种 试剂 的 稳定 性 (包括 蛋白 质变 
性 剂 、 抑 制剂 等 ) 、 对 蛋白 酶 的 稳定 性 、 对 热 的 稳定 性 、 不 同 pH ( 酸度 ) 稳定 性 、 储 存 稳 
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定性 、 操 作 稳 定性 等 。 固 定 化 酶 的 稳定 性 一 般 都 比 游离 酶 好 。 固 定 化 酶 的 稳定 性 的 提高 对 其 
实际 应 用 是 非常 有 利 的 ， 尤 其 是 酶 的 热 稳 定性 ， 因 为 酶 的 热 失 活 发 生 在 高 温 条 件 下 ， 是 酶 失 
活 的 最 主要 的 原因 。 稳 定性 是 关系 到 固定 化 酶 能 否 实 际 应 用 的 大 问题 , 在 大 多 数 情 况 下 ， 酶 
经 过 固定 化 后 ， 其 稳定 性 都 有 所 增加 ， 这 是 十 分 有 利 的 。 

首先 ， 固 定 化 酶 热 稳定 性 提高 。 作 为 生物 催化 剂 ， 酶 也 和 普通 化 学 催化 剂 一 样 ， 温 度 越 
高 ， 反 应 速度 越 快 。 但 是 ， 酶 是 一 种 蛋白 质 ， 一 般 对 热 不 稳定 。 因 此 ， 实 际 上 不 能 在 高 温 条 
件 下 进行 反应 ， 而 固定 化 酶 耐 热 性 提高 ， 使 酶 最 适 温度 提高 ， 酶 催化 反应 能 在 较 高 温度 下 进 
行 ， 加 快 反应 速度 ， 提 高 酶 作用 效率 。 例 如 ， 将 巨大 芽 了 移 杆 菌 青霉素 酰 化 酶 连接 到 聚 丙烯 且 
纤维 载体 上 ， 制 成 固定 化 青霉素 酰 化 酶 ， 发 现 固定 化 酶 的 热 稳定 性 优 于 游离 酶 。 其 次 ， 对 各 
种 有 机 试剂 及 酶 抑制 剂 的 稳定 性 提高 。 提 高 固定 化 酶 对 各 种 有 机 溶剂 的 稳定 性 ， 使 本 来 不 能 
在 有 机 溶剂 中 进行 的 酶 反应 成 为 可 能 。 

此 外 ， 固 定 化 酶 对 不 同 pH 稳定 性 、 对 和 蛋白酶 稳定 性 、 储 存 稳 定性 和 操作 稳定 性 都 有 影 
响 。 据 报道 ， 有 些 固定 化 酶 经 过 储藏 ， 可 以 提高 其 活性 。 

国定 化 酶 稳定 性 提高 的 原因 可 能 有 以 下 几 点 : 中 固定 化 后 酶 分 子 与 载体 多 点 连接 ， 可 防 
止 酶 分 子 伸展 变形 ; @ 酶 活力 的 缓慢 释放 ; @ 抑 制 酶 的 自 降解 ， 将 酶 与 固态 载体 结合 后 ， 由 
于 酶 失去 了 分 子 间 相互 作用 的 机 会 ， 从 而 抑制 了 降解 。 

3. 固定 化 酶 的 最 适 温度 变化 ” 酶 反应 的 最 适 温度 是 酶 热 稳 定性 与 反应 速度 综合 的 结果 。 
酶 催化 反应 都 存在 一 个 最 佳 反 应 温度 ， 在 此 温度 下 进行 酶 的 催化 反应 ， 速 度 最 快 ， 高 于 或 低 
于 此 温度 ， 反 应 速度 都 会 有 所 减 慢 。 酶 的 最 佳 反 应 温度 不 是 酶 的 特征 物理 常数 ， 酶 经 同 定 化 
后 ， 大 多 数 情况 下 ， 其 最 佳 反 应 温度 会 提高 ， 这 是 因为 酶 分 子 固定 化 后 ， 活 力 较 游 离 酶 的 活 
力 降 低 得 缓慢 ， 因 而 可 在 较 高 的 温度 下 获得 最 快 的 反应 速度 。 酶 的 最 佳 反 应 速度 的 增加 在 实 
际 应 用 中 具有 重要 的 意义 。 

4. 固定 化 酶 的 最 适 pH 变化 ” 酶 固定 化 后 的 最 佳 反 应 pH 会 发 生 不 同 程度 的 变化 ， 可 能 
有 以 下 三 个 方面 的 原因 : GD 酶 本 身 电荷 在 固定 化 前 后 发 生变 化 。@) 载 体 电 荷 性 质 的 影响 致使 
国定 化 酶 分 子 内 、 外 扩散 层 的 H! 浓度 产生 差异 ， 如 用 带 负 电荷 载体 制备 的 固定 化 酶 ， 其 最 
适 pH 较 游离 酶 偏 高 ， 这 是 由 于 这 类 和 载体 会 吸引 溶液 中 的 阳离子 ,包括 了 ， 使 其 附着 在 载 
体 表面 ， 结 果 使 固定 化 酶 扩散 层 H* 浓度 比 周围 的 外 部 溶液 高 ， 即 偏 酸性 ， 这 样 外 部 溶液 中 的 
pH 必须 向 碱 性 偏 移 ， 才 能 抵消 微 环境 作用 ,使 其 表现 出 酶 的 最 大 活力 。 反 之 ,使 用 带 正 电 蓓 
的 载体 ， 其 最 适 pH 向 酸性 偏 移 。@) 酶 催化 反应 导致 固定 化 酶 分 子 内 部 形成 带电 荷 微 环境 。 

5. 固定 化 酶 的 米 氏 常数 ( K,) 变化 ”固定 化 酶 的 K, 随 载 体 的 带电 性 能 变化 。 当 酶 结 
合 于 电 中 性 载体 时 ， 由 于 扩散 限制 造成 表 观 K, 上 升 ， 可 是 带电 载体 和 底 物 之 间 的 静电 作用 
会 引起 底 物 分 子 在 扩散 层 和 整个 溶液 之 间 不 均一 分 布 。 由 于 静电 作用 ， 与 载体 电荷 性 质 相 反 
的 底 物 在 固定 化 酶 微 环境 中 的 浓度 比 整体 溶液 的 高 。 与 游离 酶 相 比 ， 固 定 化 酶 即使 在 底 物 浓 
度 较 低 时 ， 也 可 达到 最 大 反应 速度 ; 而 载体 与 底 物 电荷 相同 ， 就 会 造成 固定 化 酶 的 表 观 K。 
显著 增加 。 简 单 地 说 ， 由 于 高 级 结构 变化 及 载体 影响 引起 酶 与 底 物 亲和力 变化 ， 从 而 使 K。 
变化 。 这 种 及, 变化 又 受 溶液 中 离子 强度 影响 : 离子 强度 增加 ， 载 体 周围 的 静电 梯度 逐渐 减 
小 ，K, 变化 也 逐渐 缩小 以 至 消失 。 

6. 固定 化 酶 的 底 物 专 一 性 ” 酶 经 固定 化 后 ， 其 底 物 专 一 性 的 变化 一 般 有 以 下 两 种 情况 
当 酶 的 底 物 为 大 分 子 化 合 物 时 ， 由 于 酶 经 固定 化 后 立体 障碍 显著 增加 ， 大 分 子 底 物 与 酶 分 子 
的 接触 受到 阻碍 ， 酶 的 催化 活力 难以 发 挥 出 来 ， 催 化 活性 大 大 下 降 ; 而 当 酶 的 底 物 为 小 分 子 
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化 合 物 时 ， 酶 经 固定 化 后 ， 载 体 与 底 物 之 间 的 立体 障碍 较 小 ， 酶 分 子 与 小 分 子 底 物 的 接触 较 
容易 ， 在 大 多 数 情 况 下 ， 底 物 的 专 一 性 不 发 生变 化 。 


2. 3.3 影响 固定 化 酶 促 反应 的 主要 因素 


1. 空间 效应 

(1) 构象 效应 : 指 在 固定 化 过 程 中 ， 酶 和 载体 的 相互 作用 引起 酶 的 活性 部 位 发 生 某 种 扭曲 
变形 ， 改 变 了 酶 活力 部 位 的 三 维 结构 ， 引 起 酶 分 子 活性 中 心 或 调节 中 心 的 构象 发 生变 化 ， 导 致 
酶 与 底 物 的 结合 力 下 降 (图 2-21 ) 。 

(2) 位 阻 效 应 : 由 于 载体 的 遮蔽 作用 或 固定 化 方法 不 当 ， 给 酶 的 活性 中 心 或 调节 中 心 造 
成 空间 障碍 ， 使 底 物 和 酶 无 法 与 酶 接触 (图 2-21) 。 

(3) 微 扰 效 应 : 由 于 载体 的 亲 水 性 、 芯 水 性 、 介 电 常 数 等 ， 使 酶 所 处 的 微 环 境 与 宏观 环 
境 不 同 ， 从 而 改变 了 酶 的 催化 能 力 或 酶 对 效应 物 的 调节 能 力 (图 2-22)。 


游离 酶 | 固定 化 酶 
构象 改变 位 阻 效应 
2-21 固定 化 酶 的 构象 改变 与 位 阻 效 应 


2. 分 配 效 应 ” 当 固 定 化 酶 处 在 反应 体系 的 主体 溶液 中 时 ， 反 应 体系 成 为 固 液 非 均 相 体 
系 。 分 配 效应 是 由 于 固定 化 酶 的 载体 与 底 物 之 间 亲 水 性 、 玻 水 性 及 静电 作用 等 引起 固定 化 酶 
载体 内 部 底 物 或 产物 浓度 与 溶液 主体 浓度 不 同 ， 微 环境 和 宏观 环境 之 间 物 质 的 不 等 分 配 ， 从 
而 影响 酶 促 反 应 速率 的 一 种 效应 。 分 配 效 应 可 用 分 配 系数 K, 定量 描述 。 

微 环境 指 在 固定 化 酶 附近 的 局 部 环境 ， 而 宏观 环境 指 主体 溶液 。 分 配 系数 (K,) 定义 为 
载体 内 、 外 底 物 (或 其 他 物质 ) 浓度 之 比 。K, 的 测定 : 在 已 知 底 物 浓度 (cs )、 体 积 (V,) 
的 溶液 中 ， 放 入 不 含 底 物 的 一 定 体 积 的 载体 ， 并 保持 适宜 条 件 ， 当 达到 平衡 时 ， 测 定 载体 外 
溶液 的 底 物 浓度 (cs) 后 计算 载体 内 、 外 底 物 浓度 的 比值 。 

3. 扩散 效应 ”由 于 底 物 、 产 物 或 其 他 效应 物 的 迁移 和 传递 速度 所 受到 的 限制 ， 当 物质 
扩散 系数 很 低 ， 酶 活力 较 高 时 ， 在 固定 化 周围 形成 浓度 梯度 ， 造 成 微观 环境 和 宏观 环境 间 底 
物 、 产 物 浓度 产生 差别 。 固 定 化 酶 对 底 物 进行 催化 反应 时 ， 底 物 必须 从 主体 溶液 传递 到 固定 
化 酶 内 部 的 催化 活性 中 心 处 ， 反 应 得 到 的 产物 又 必须 从 酶 催化 活性 中 心 传递 到 主体 溶液 中 。 
扩散 限制 效应 可 分 为 外 扩散 限制 效应 和 内 扩散 限制 效应 。 

(1) 外 扩散 : 底 物 从 液 相 主 体 向 固定 化 酶 的 外 表面 的 一 种 扩散 ,或 是 产物 从 固定 化 酶 的 
外 表面 向 液 相 主体 中 的 扩散 。 

(2) 内 扩散 : 指 对 一 有 微 孔 载 体 的 固定 化 酶 ， 其 底 物 从 固定 化 酶 外 表面 扩散 到 微 孔 内 部 
的 酶 催化 中 心 处 ,或 是 产物 沿 着 相反 途径 的 扩散 。 图 2223 形象 地 表示 了 一 球形 固定 化 酶 颗 
粒 内 、 外 扩散 特征 及 其 浓度 分 布 。 可 以 看 出 ， 由 于 扩散 限制 效应 的 存在 ， 底 物 浓度 从 液 相 主 
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底 物 浓度 cs 


产物 浓度 cy 


0 
离 颗粒 中 心 的 距离 7 


图 2-23 ”固定 化 酶 载体 内 及 其 周围 的 物质 传递 及 
浓度 分 布 (没有 分 配 效 应 ) 


体 到 固定 化 酶 外 表面 ,再 到 内 表面 是 依次 降低 的 , 而 产物 浓度 分 布 则 与 此 相反 。 

对 固定 化 酶 动力 学 ， 不 仅 要 考虑 国定 化 酶 本身 的 活性 变化 ， 而 且 还 要 考虑 到 底 物 等 
物质 的 传 质 速率 影响 。 因 此 对 一 个 实 为 非 均 相 〈 液 - 固 ) 体系 所 建立 的 宏观 动力 学 方程 
不 仅 要 包括 酶 的 催化 反应 速率 ， 还 要 包括 传 质 速率 。 不 同 因素 对 酶 动力 学 影响 结果 见 
图 2-24。 


: ,空间 效应 | 
| 本 征 速率 和 动力 学 参数 ,二 一 一 一 >| 改变 的 本 征 速率 和 动力 学 参数 


| om 
;固有 速率 和 动力 学 参数 
扩散 效应 


， 宏观 速率 和 动力 学 参数 


2-24 不同 因 素 对 酶 动力 学 的 影响 


2.3.4 酶 固定 化 的 效率 评价 


1. 固定 化 酶 的 活力 和 比 活力 ”固定 化 酶 通常 呈 颗 粒状 ， 一 般 用 于 测定 游离 酶 活力 的 方 
法 改进 后 才能 用 于 测定 固定 化 酶 。 固 定 化 酶 的 比 活 用 每 克 干 固定 化 酶 所 具有 的 酶 活力 单位 或 
单位 面积 的 酶 活力 单位 表示 ( 酶 膜 、 酶 管 、 酶 板 ) 。 

2. 操作 半衰期 ”固定 化 酶 的 操作 半衰期 指 连续 测 活 条 件 下 固定 化 酶 活力 下 降 为 最 初 
活力 一 半 所 需要 的 时 间 (52 ) ， 是 衡量 固定 化 酶 稳定 性 的 重要 指标 。 如 果 固 定 化 酶 的 动力 
学 仍 服从 米 氏 方程 ， 则 可 以 通过 米 氏 常数 的 大 小 来 反映 酶 固定 化 前 、 后 活力 的 变化 。 大 
多 数 酶 固定 化 后 ， 其 K, 值 增加 ， 表 示 催 化 反应 活力 将 下 降 。 也 有 少数 酶 固定 化 后 活力 无 
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变化 ， 甚 至 有 所 增加 。 这 种 活力 变化 可 用 下 述 两 种 指标 来 衡量 ， 酶 结合 效率 和 酶 活力 回 
收 率 。 
3、 酶 结合 效率 ” 指 实际 测定 的 固定 化 酶 总 活力 与 被 固定 化 的 酶 在 游离 状态 时 的 总 活力 
过 
， 加 入 的 总 酶 活力 - 未 结合 的 本 活力 ， 
酶 结合 效率 = 加 入 的 总 栈 活 力 x 100% 
4 ， 酶 活力 回收 率 “ 指 实际 测定 的 国定 化 酶 总 活力 与 固定 化 时 所 用 到 的 全 部 游离 酶 的 活 
力 之 比 ， 或 称 灿 联 效 率 、 活 力 保留 百分数 。 这 两 种 指标 的 差别 在 于 是 否 考虑 了 所 剩余 的 未 被 
固定 化 的 栈 。 


。 。 。 。 辐 定 化 酶 活力 ， 
酶 活力 回收 率 = 敌 压 定 化 游离 酶 的 活 廊 ~ 100% 


5. 相对 酶 活力 ” 指 具 有 相同 酶 蛋白 (或 RNA) 量 的 固定 化 酶 活力 与 游离 酶 活力 的 
比值 。 


2. 3.5 固定 化 酶 促 反 应 过 程 分 析 


催化 反应 的 一 般 历程 : 气 - 固 相 表面 催化 反应 是 一 个 多 步 又 的 过 程 ， 至 少 要 经 历 五 个 步 
又 : 中 反 应 物 从 液 相向 固体 催化 剂 表面 扩散 ; @ 反 应 物 被 催化 剂 表面 吸附 ，@ 反 应 物 在 催化 
剂 表面 上 进行 化 学 反应 并 生成 产物 ; 图 产物 从 催化 剂 表面 脱 附 ; 器 脱 附 的 产物 从 催化 剂 表面 
向 液 相 扩散 。 其 中 ， 中 和 @@ 为 扩散 过 程 ， 思 和 中 为 吸附 和 脱 附 过 程 ， 包 是 表面 化 学 反应 过 
程 。 每 一 步 都 有 各 自 的 动力 学 规律 ， 总 的 催化 反应 速率 由 最 慢 的 步骤 确定 。 如 果 反 应 系统 的 
液 流 足够 大 而 催化 剂 的 颗粒 度 又 足够 小 ， 则 可 以 忽略 扩散 作用 的 影响 ， 如 果 反 应 物 的 吸附 和 
产物 的 脱 附 也 很 快 达到 平衡 ， 则 该 多 相 催化 反应 的 速率 就 只 由 第 三 步 即 表面 化 学 反应 的 速率 
所 决定 。 这 里 只 讨论 表面 反应 为 控制 步骤 的 情况 。 

1. 外 部 扩散 过 程 ” 当 固定 化 酶 促 反 应 受 外 部 扩散 限制 时 ， 固 定 化 酶 表面 处 底 物 浓度 css 
小 于 主体 溶液 底 物 浓度 c ， 因 此 固定 化 酶 促 反应 速率 rm 小 于 未 固定 化 时 的 酶 促 反应 速率 rm。 
根据 酶 催化 反应 动力 学 ， 有 


Tout = K, + Css (2-60) 
EE 7maxCs - 
ee (2-61) 


> KN fro 
以 表面 固定 化 酶 为 例 ， 主 体 溶液 底 物 浓度 为 cs<， 载 体外 表面 底 物 浓度 为 css。 
对 外 扩散 过 程 进行 分 析 ， 外 扩散 速率 


N= ba(cs = 6s) (2-62) 
A (2-63) 
达到 平衡 时 , N = ru ， 即 
站 
站 和 -ante -se) i 


由 式 (2-64) 可 唯一 确定 cs。 css 也 可 用 图 解法 确定 (图 2-25)。r ~ cs 曲线 与 W ~ cs 昌 
线 交点 即 为 (cs，ru ) 。 
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(Css:Tout) 


图 2-25 图 解法 求 固 定 化 酶 表面 底 物 浓度 


用 外 扩散 效率 因子 7 表示 外 扩散 对 固定 化 酶 促 反 应 的 影响 。 记 作 ; 
Moa 三 和 (2-65) 

可 见 ， 只 要 确定 了 固定 化 酶 表面 浓度 cs , 即 可 计算 外 扩散 效率 因子 mu。 从 图 2-25 可 以 
看 出 : 

当 r Ns 时 ,es 一 0 ,7 一 0; 

当 raw < Ni Wiss = om Ls 

Da 是 固定 化 酶 催化 反应 外 扩散 效应 影响 的 主要 判断 依据 ，Da 为 丹 克 莱 尔 ( Damkohler) 
准 数 ， 为 无 因 次 量 ， 是 最 大 反应 速率 和 最 大 传 质 速率 的 比值 。 


Da = 和 芝 pa (2-66) 
令 cf = 至 ,K = 血 ， 代 入 式 (2-66) 整理 得 
cs cs 
而 示 二 人 (2-67) 
c 
表明 c* 为 准 数 Da 的 函数 ， 即 
c” = /f(Da) (2-68) 
当 Da 字 1 时 ,css 一 0,n6n 一 0， 过 程 为 外 扩散 控制 。 
当 Da 过 1 时, css 一 cs 一 1， 过 程 为 反应 控制 。 
将 e 代入 式 (2-65) 得 
人 
ro _ Kot+cs cs ec 
ou 一 必 -Ko Re 人 
天 十 :CS 


(cs 全 KK 时, r。= ras ) 表明 mu 为 c 的 函数 ， 即 mo = g(c*)。 
可 见 ，Da 准 数 是 决定 效率 因子 ms 和 比 浓度 c* 的 唯一 参数 ， 因 而 是 表征 传 质 过 程 对 反 
率 影响 的 基本 准 数 。Da 准 数 越 小 ， 固 定 化 酶 表面 浓度 越 接近 于 主体 浓度 cv ， 越 接近 于 
1。Da 准 数 越 大 ， 固 定 化 酶 表面 浓度 越 趋 近 于 零 , ns。 越 小, ou 越 趋 近 于 零 。 
为 提高 固定 化 酶 外 扩散 效率 ， 应 设法 减 小 Da 准 数 。 由 公式 (2-66) 可 以 看 出 减 小 Da 
准 数 的 措施 : 中 降低 固定 化 酶 颗粒 的 粒 径 ， 增 大 比 表面 积 ， 但 由 于 粒 径 减 小 会 伴随 压 降 增 
38 


第 2 章 酶 反应 动力 学 


加 ， 因 此 应 用 中 要 综合 考虑 ， 确 定 合适 的 粒 径 。@) 使 固定 化 酶 表面 流体 处 于 汕 流 状态 以 增 
Rs 

2. 内 部 扩散 过 程 具有 大 量 内 孔 的 球形 固定 化 颗粒 内 部 是 酶 促 反 应 的 主要 场所 。 底 物 
通过 孔 口 向 内 扩散 ， 达 到 不 同 深度 ， 产 物 沿 反方 向 从 内 部 向 孔 口 扩散 。 颗 粒 内 部 各 点 处 底 物 
和 产物 浓度 不 同 ， 导 致 各 处 的 反应 速率 的 差异 。 内 扩散 效率 因子 加 的 定义 为 单位 时 间 内 颗 
粒 内 部 实际 酶 促 反 应 速率 7 与 按 颗粒 外 表面 底 物 浓度 计算 而 得 到 的 反应 速率 7 之 比 。 记 作 : 


nn = 下 (2-70) 
大 


为 获得 固定 化 酶 颗粒 内 部 实际 反应 速率 mm ， 首 先 需 要 确定 颗粒 内 部 底 物 浓度 分 布 。 

对 多 孔 球 形 固定 化 酶 颗粒 内 的 物料 衡 算 : 设 球形 固定 化 颗粒 半径 为 R， 在 距 中 心 处 为 + 
处 取 一 厚度 为 dr 的 微 元 过 体 ， 在 微 元 过 体内 ， 底 物 浓 度 为 cs， 稳定 状态 下 ， 对 底 物 S 进行 
物料 衡 算 : 流入 量 -流出 量 = 反应 量 ， 即 : 


4m(r + dr)2 | -4mr2 | = 4mr2rdr ” (DD, 表示 扩散 系数 ) (2.71) 
ar ar 


rtdr 


整理 ， 得 


4Tr2D [ 导 ) 
dr /,, 


两 侧 同 除 以 4mrDedr 得 


-(s] ]+ smdp | = 4m2rsdr (2.72) 


dr /， dr 


dcs, 2 des is 


dr rr dr Db. 273) 
当 酶 促 反 应 符合 米 氏 方程 规律 时 ， 在 微 元 过 体内 , rs = Res- ， 改 
m Sr 
dc, 2 dcs 
dr 二 r dr DCK +cs) 2509 
信和 = 
YCx cg » l R .BB 天 则 
现 让 
4 
7 ToDK, 人 


式 中 ,9 为 西 勒 准 数 ，g 的 物理 意义 是 表面 反应 速率 与 内 扩散 速率 之 比 。 对 各 类 反应 动力 学 
与 固定 化 酶 的 形状 ,普遍 化 的 9 的 定义 式 为 


_ 昌 
| a Dursdes) : (2-76) 
起 (2376) Po ww 
dcyx 2 dcx 0 Cx 2.77) 
+id 1+op 性 
d ea 
界 条 件 : ! = 0 ,六 = 0 ,1 = 1 ，cx =1， 该 微分 方程 无 解析 解 ， 只 能 用 数值 法 求解 。 
4 (ee 
n= 3 (2-78) 
1 4 R3 maxCss R TCss 
3™ 天 ca a 


39 


生物 反应 工程 原理 


引入 无 因 次 参数 ， 则 


Na = 一 一 一 全 (2-79) 


7 无 解析 解 ， 只 有 数值 解 。 
内 扩散 效率 因子 加 是 和 BB 的 函数 。B 对 影响 不 大 ， 影 响 m;, 的 主要 参数 是 西 勒 准 数 
9。 如 果 p< 和 0.3 ， 则 ”不随 8 变化 ,近似 等 于 1， 也 就 是 说 没有 内 部 传 质 阻 力 ， 若 p > 
0.3, 则 mi >1， 反 应 为 内 扩散 所 限制 。 为 提高 固定 化 酶 内 扩散 效率 ， 应 设法 减 小 p。 减 小 gp 
的 措施 主要 是 适当 降低 固定 化 酶 颗粒 粒 径 。 表 2-5 比较 了 外 扩散 和 内 扩散 过 程 。 
表 2-5 外 扩散 过 程 与 内 扩散 过 程 的 比较 
外 扩散 过 程 内 扩散 过 程 


Da 准 数 是 决定 外 扩散 效率 因子 的 唯一 参数 9 准 数 是 决定 内 扩散 效率 因子 的 主要 参数 


fy Dz _ max gz Vy , 到 .ms css 站 
Da 准 数 定义 : Da = hiacs 西 勒 准 数 定义 : p = 下 启 ( Dnsdes) 


外 扩散 效率 因子 定义 , n= 他 内 扩散 效率 因子 定义 : mw = 全 


Da <1， 过 程 为 反应 控制 ，Da 准 数 越 小 ，mww 越 接近 1; 
Da > 1， 过 程 为 外 扩散 控制 ，Da 准 数 越 大 ，”,, 越 趋 近 
于 零 


9 <0.3 时 , 加 =1， 过 程 为 反应 控制 
9>0.3 时 ,7;, <1， 过 程 为 内 扩散 控制 


2.4” 酶 的 失 活 动力 学 


酶 是 一 种 不 稳定 的 物质 ， 常 因 温度 、pH 等 因素 的 影响 而 产生 不 可 道 的 活力 下 降 。 一 般 
胞 外 酶 较为 稳定 ， 而 胞 内 酶 在 外 部 环境 中 容易 失 活 。 酶 在 保存 和 参与 反应 时 均 可 能 失 活 。 酶 
在 保存 过 程 中 的 失 活 又 称 为 酶 的 稳定 性 ， 失 活 越 快 ,说明 酶 的 稳定 性 越 低 。 在 使 用 时 酶 的 失 
活 规律 对 于 酶 催化 反应 过 程 的 设计 和 控制 都 是 十 分 重要 的 。 其 中 酶 的 热 失 活 ， 或 称 为 热 变性 
是 最 重要 的 一 种 酶 失 活 形式 。 下 面 主要 讨论 此 种 失 活 的 动力 学 。 


2.4.1 未 反应 时 的 热 失 活动 力学 


了 解 未 反应 时 酶 的 热 失 活动 力学 关系 到 酶 的 保存 。 测 定 酶 未 反应 时 的 热 失 活 动力 学 
的 方法 ， 是 在 一 定 条 件 下 ， 使 酶 溶液 恒温 保持 一 定 的 时 间 ， 然 后 在 最 适宜 的 pH 和 温度 下 
测定 残存 的 酶 活力 ， 即 残存 酶 活力 。 在 不 同 温度 下 反复 测定 ， 即 可 得 到 一 条 曲线 。 该 曲线 
可 以 表示 的 酶 失 活 特性 ， 称 为 酶 的 热 失 活 曲 线 。 若 改变 保温 时 间 ， 则 会 得 到 不 同 的 热 失 活 曲 
线 (图 2-26) 。 

如 要 了 解 酶 在 未 反应 时 的 失 活 速率 ， 可 将 残存 的 酶 活力 对 其 失 活 时 间作 图 ， 则 又 可 得 到 
一 条 曲线 (图 2-27)。 
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残存 酶 活力 所 (9g) 
有 


残存 酶 活力 E(%) 
bl 
b= 


0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0 30 
WY 保温 时 间 z(min) 


图 2-26 不 同 温度 下 的 酶 失 活 曲线 图 2-27 不 同时 间 下 的 酶 失 活 曲线 


这 些 曲 线 反 映 了 酶 的 失 活 规律 。 酶 的 热 变 性 失 活 很 复杂 ， 一 般 将 其 分 为 可 逆 失 活 与 不 可 

逆 失 活 两 大 类 ， 并 提出 了 多 种 失 活动 力学 模型 。 下 面 主要 介绍 一 步 失 活 模型 。 
1. 一 步 失 活 模型 (one step model) ”多数 酶 的 失 活 符合 一 步 失 活 模型 。 其 反应 机 制 为 
ED (2-80 ) 


该 模型 又 称 为 一 级 失 活 模型 。k, 入 分 别 表示 正 、 逆反 应 的 速率 常数 。 以 下 和 D 分 别 
表示 活性 酶 与 失 活 酶 ， 时 间 为 1 时 ,活性 酶 E 的 浓度 为 ce ， 则 活性 酶 的 浓度 随时 间 的 净 减 
少 率 或 失 活 反应 方程 式 可 表示 为 


ds 
一 5 = kace, — kcp (2-81) 
系统 中 酶 的 总 浓度 若 以 cs 表示 ， 则 存在 下 述 关系 式 。 
CEo = CE, + Cp (2-82) 


式 中 ，co 为 失 活 酶 的 浓度 。 
将 式 (2-82) 代入 式 (2-81) ， 并 利用 边界 条 件 1=0, cs。= cs 积分 ， 经 整理 可 得 下 式 。 


C 

Eo 
cn = Rk tkaexpl — (ky + 天) (2-83) 

对 不 可 道 失 活 反 应 ，k, =0， 可 得 
CE, = CeoeXp(— kt) (2-84) 


多 数 酶 的 热 失 活 服从 式 (2-84)，h 可 称 为 一 步 失 活 常数 或 衰变 常数 ， 单 位 为 (时 
间 ) -!。 的 倒数 称 为 时 间 常 数 4。 当 ce 为 cs 的 一 半 的 时 间 称 为 半衰期 ， 用 4 表示。 名、 
44 和 4 之 间 的 关系 为 


ka = (2-85) 


2. 多 步 失 活 模型 ( multi-step model) ”多 步 失 活 模型 可 划分 为 : 多 步 串 联 失 活 模型 ， 
酶 的 失 活 经 历 多 步 ， 即 DF 一 E; 同步 失 活 模型 ， 全 部 酶 分 子 可 划分 为 热 稳 定性 不 同 的 若 
干 个 组 分 ， 每 个 组 分 均 符合 一 步 失 活 模型 。 

对 同步 失 活 模型 ， 全 部 酶 中 残存 酶 活力 的 比率 
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9p(1) = = Siexp( ~ hi) (2-86) 
式 中 ，c。 表示 本 的 初始 流 度 ;表示 失 活 各 率 常 数 为 的 本 组 分 的 分 率 。 因 此 ， 
之 “= 三 


3. 温度 对 酶 失 活 的 影响 温度 对 酶 失 活 的 影响 体现 在 改变 酶 失 活 速率 常数 上 。 对 一 级 
失 活 模型 ， 有 失 活 反应 Arrihenius 方 程 


E 
让 = 需 二 ml 2-87 
d dexPp RT ( ) 


式 中 : h, 表示 衰变 常数 ; 4。 表示 失 活 反应 Arrihenius 方程 的 前 指 因 子 ; Es 表示 失 活 反应 活 
化 能 。 

一 般 看 白质 的 变性 或 失 活 的 活化 能 为 125KJ .mol“， 高 于 一 般 化 学 反应 的 活化 能 (20 ~ 
83kJ .mol ) ， 这 意味 着 酶 失 活 对 温度 十 分 敏感 。 同 时 考虑 温度 和 时 间 对 酶 失 活 影响 的 关 
系 式 


= 至 =ex ba . 

M(B ee. = e p[- Adiexp ( - = (2-88) 
在 同一 温度 下 保温 时 间 越 长 ， 残 存 酶 活力 越 低 。 

2.4.2 反应 时 酶 的 热 失 活 动力 学 


反应 时 酶 的 失 活 (或 称 酶 的 稳定 性 ) 将 直接 关系 到 酶 的 使 用 寿命 ， 因 此 至 关 重 要 。 酶 
在 反应 中 的 稳定 性 称 为 操作 稳定 性 ， 可 以 通过 分 批 测 定 、 连续 测定 及 辆 二 色谱 分 析 等 方法 测 
定 。 作 不 同 温度 下 反应 转化 率 随 时 间 的 变化 曲线 ， 即 反应 过 程 曲线 ， 如 图 2-28 所 示 。 时 间 
一 定时 ， 随 着 温度 的 升 高 ， 反 应 速率 增 大 ， 因 而 转化 率 增加 ; 但 当 温 度 高 到 某 一 数值 时 ， 其 
转化 率 反而 减少 。 因 为 当 温度 升 高 到 某 一 值 ， 酶 的 热 失 活 速率 也 在 加 速 ， 致 使 有 活力 酶 的 量 
在 减少 ， 因 而 反应 速率 下 降 ， 最 终 为 零 。 同 时 从 图 中 曲线 还 可 看 出 ， 对 某 一 反应 时 间 ， 存 在 
一 转化 率 最 高 的 温度 ， 该 温度 称 为 最 佳 温度 。 不 同 的 反应 时 间 ， 有 不 同 的 最 佳 温度 。 最 佳 温 
度 是 温度 对 酶 催化 速率 和 酶 失 活 速率 双重 作用 的 结果 


sc 
Golc 
得 70lc 和 
加 一 加 
党 40|C 汶 
8olc 
0 1 n 20 30 40 50 60 70 80 90 
tmin) T(C) 
(a) (b) 


图 2-28 ”不同 温度 下 酶 促 反 应 过 程 曲线 
(a) 以 温度 7 为 参数 ， 转 化 率 工 与 时 间 上 的 关系 曲线 ; 
(b) 以 时 间 : 为 参数 ， 转 化 率 工 与 温度 了 的 关系 曲线 


42 


第 2 章 酶 反应 动力 学 


就 底 物 浓度 的 变化 对 酶 失 活 的 影响 ， 


ls ee (2-89) 


从 上 述 机 制 可 看 出 ， 无 论 是 游离 酶 ， 还 是 酶 的 复合 物 ， 均 有 可 能 失 活 ， 其 失 活 速率 方程 
可 表示 为 


d E, Kk 6 
2 (2.90) 
式 中 
主语 
K, 三 六 (2-91) 
CE, = cpr + CEs (2-92) 
式 中 :6 表示 底 物 对 酶 失 活 的 影响 系数 ; cs 表示 游离 酶 浓度 。 
根据 上 述 模型 可 知 : 


(1) 当 5=0 时 ， 反 应 时 酶 失 活 速率 达到 最 低 。 从 反应 机 制 中 可 以 看 出 ， 当 5 =0 时 ， 复 
合 物 ES 完全 不 失 活 ， 或 者 说 酶 完全 被 底 物 所 保护 。 底 物 对 酶 失 活 没有 影响 。 

(2) 当 5=1 时 ， 反 应 时 与 未 反应 时 酶 的 失 活 速率 完全 相同 。 从 反应 机 制 中 可 以 看 出 ， 
复合 物 ES 与 游离 酶 E 失 活 速率 常数 完全 相同 。 

(3) 0<6<1 时 ， 反 应 时 酶 失 活 速率 低 于 未 反应 时 酶 失 活 速率 。 从 反应 机 制 可 以 看 出 ， 
0<6<1 时 , 复合 物 ES 失 活 速率 常数 低 于 游离 酶 EE， 或 者 说 底 物 对 酶 失 活 有 部 分 保护 作用 ， 
能 在 一 定 程度 上 抑制 酶 的 失 活 。 

(4) 6>1 时 ,反应 时 酶 失 活 速率 高 于 未 反应 时 酶 失 活 速率 。 从 反应 机 制 中 可 以 看 出 ， 
复合 物 ES 失 活 速率 常数 大 于 游离 酶 E 失 活 速率 常数 ， 或 者 说 底 物 加 速 酶 的 失 活 。 

由 上 述 分 析 可 见 ，6 反映 了 底 物 对 酶 失 活 速率 的 影响 ， 因 此 称 6 为 底 物 对 酶 失 活 影响 系 
数 (也 称 为 稳定 性 影响 系数 ) 。 

若 只 有 游离 酶 失 活 时 ， 其 分 批 反 应 的 动力 学 方程 为 


_ des _ hcs kK, © 
全 =- 和 所 | 9) 
对 于 零 级 不 可 逆反 应 ，es 值 趋 于 无 穷 大 ， 因 此 有 
d 
-了 = hc, (2-94) 
对 该 式 积 分 ， 得 到 
co -cs = hl cud (2-95) 
当 cs 值 足够 大 时 ， 可 简化 为 
de 
三 = hsbce, = 有 ac (2-96) 
进行 积分 得 到 
Ce, = ce,exp( 一 大 st) (2-97 ) 
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代入 式 中 积分 得 
(2-98) 


cs 一 cs, = 大 
式 中 ,kk。, ki 均 为 温度 的 函数 。 
2.4.3 失 活动 力学 研究 实例 
以 青 蟹 N- 乙 酰 氮 基 葡萄 糖苷 酶 在 甲醛 溶液 中 的 失 活动 力学 的 研究 为 例 ， 通 过 在 酶 活力 
测定 体系 中 加 入 不 同 浓度 的 甲醛 ， 检 测 酶 的 剩余 活力 (图 2-29)。 人 研究 显示 酶 在 甲醛 溶液 中 
的 失 活 作 用 是 一 种 可 逆 过 程 。 建 立 失 活动 力学 模型 ， 可 以 测定 游离 酶 (E) 和 结合 酶 (ES) 
的 微观 失 活 速度 常数 ( 表 2-6) 。 


J 
2 3 [1-exp (—k't)] 


人 


03 tmin) 
0 2 4 6 
六 
0.2 
| 
A 让 bom 
S 时 ws 
2 
0.1 局 5 a 
4 
-4F 


0 10 20 30 40 50 
tmin) 
(a) (b) 
图 2-29 ” 酶 在 不 同 浓度 甲醛 中 的 失 活 作用 动力 学 
(a) 动力 学 过 程 ; (b) 半 对 数 作 图 。0 ~4 代表 不 同 浓度 的 甲醛 


表 2-6 青 蟹 N- 乙 酰 氨基 葡萄 糖 背 酶 在 甲醛 溶液 中 的 失 活 速度 常数 
失 活 速度 常数 (10 .s- 
ko ko 


相对 活力 (% ) 


100.0 
81.3= 二 5 


1. 086 +0.020 


0. 229 +0.010 


0. 209 +0.015 


1.533 二 0.025 


0. 136 +0.015 


0. 349 +0.010 


60.81.0 


1.613 +0.022 


0. 078 +0. 005 


0.633 +0.010 


49.5 +0.9 


2. 249 +0. 025 


0. 054 +0. 008 


0.901 +0.013 


38..5E0:6 


从 表 2-6 中 可 以 看 出 ， 在 相同 浓度 的 甲醛 溶液 中 ,游离 酶 的 正 向 微观 失 活 速度 常数 
(k,o) 是 酶 底 物 络 合 物 的 失 活 速度 常数 (k',。) 的 3 ~5 倍 ， 表 明 游 离 酶 比 结合 酶 更 容易 失 
活 ; 此 外 ， 正 向 反应 的 微观 失 活 速度 常数 5,o 随 着 甲醛 浓度 的 增加 而 增加 ， 说 明 其 变性 越 来 
越 快 ， 逆 向 反应 的 微观 速度 常数 上 _o 相 反 地 随 着 甲醛 浓度 的 增 大 而 下 降 ， 表 明 酶 复活 的 过 程 
44 


第 2 章 酶 反应 动力 学 


2.5” 非 水 相 酶 催化 反应 


2.5.1 非 水 相 酶 的 特点 


传统 观点 认为 ， 酶 是 水 溶性 生物 大 分 子 ， 只 能 在 水 溶液 中 进行 催化 反应 ， 水 溶液 是 
酶 存在 及 起 催化 作用 的 天 然 介 质 ， 而 且 由 于 水 的 存在 ,往往 有 利于 如 水 解 、 消 旋 化 、 肾 
合 和 分 解 等 副 反 应 的 发 生 。 通 常 有 机 介质 会 使 酶 变性 失 活 ， 但 许多 有 机 化 合 物 在 水 介质 
中 难 溶 或 不 溶 ， 水 并 不 是 一 种 适宜 的 溶剂 。 那 么 ， 是 否 存 在 非 水 介质 也 能 保证 酶 催化 的 
顺利 进行 ? 
其 实在 细胞 中 ,许多 生物 膜 上 的 酶 就 是 在 低 极 性 的 微 环境 中 发 挥 催化 功能 的 。 近 年 来 ， 
酶 在 有 机 介质 中 催化 反应 的 相关 研究 取得 很 大 进展 ， 并 已 在 实际 工作 中 得 到 广泛 应 用 。1984 
年 ，Klibanov 等 在 Science 上 发 表 题 为 “Enzymatic Catalysis in Organic Media at 100% ”的 论 
文 ， 使 原来 认为 生物 催化 必须 在 水 溶液 中 进行 的 酶 学 概念 发 生 了 革命 性 的 变化 。 他 们 成 功 地 
利用 脂肪 酶 在 有 机 介质 中 进行 催化 反应 ， 获 得 酯 类 、 肽 类 、 手 性 醇 等 多 种 有 机 化 合 物 ， 明 确 
指出 酶 可 以 在 水 与 有 机 溶剂 的 互 溶 体系 中 进行 催化 反应 。 脂 肪 酶 在 有 机 溶剂 中 具有 很 高 的 热 
稳定 性 和 和 较 高 的 催化 活性 ， 并 曾 明 水 对 维持 酶 的 活性 结构 是 必 不 可 少 的 ， 但 只 要 保证 酶 分 子 
表面 的 一 小 部 分 必需 水 ， 其 他 大 部 分 水 完全 可 以 被 有 机 溶剂 取代 而 不 影响 酶 的 活力 。 除 此 之 
外 ， 酶 在 非 水 相 催 化 中 还 有 很 多 成 功 的 应 用 实例 ， 因 此 酶 在 非 水 相 催 化 中 也 具有 广阔 的 发 展 
前 景 。 


2. 5.2 酶 非 水 相 催 化 的 几 种 类 型 


1. 有 机 介质 中 的 酶 催化 ” 指 酶 在 含有 一 定量 水 的 有 机 溶剂 中 进行 的 催化 反应 ,适用 于 
底 物 、 产 物 两 者 或 其 中 之 一 为 踊 水 性 物质 的 酶 催化 作用 。 由 于 在 有 机 介质 中 能 够 基本 保持 其 
完整 的 结构 和 活性 中 心 的 空间 构象 ， 所 以 酶 能 够 发 挥 其 催化 功能 。 

有 机 介质 反应 体系 又 包括 几 种 不 同 的 情况 单 相 共 溶 体系 (水 /水 溶性 有 机 溶剂 ) : 
水 与 水 互 溶 的 有 机 溶剂 构成 单 相 体 系 ， 有 机 溶剂 与 水 形成 均匀 的 单 相 溶 液体 系 ， 酶 、 底 物 和 
产物 都 能 溶解 在 这 种 体系 中 ; @@ 两 相 体系 (水 /水 不 溶性 有 机 溶剂 ) : 水 与 非 极 性 有 机 溶剂 
构成 两 相 或 多 相 体 系 ， 由 含有 溶解 酶 的 水 相 和 一 个 非 极 性 的 有 机 溶剂 (高 脂 溶性 ) 相 所 组 
成 ; @ 低 水 有 机 溶剂 体系 ( 微 水 介质 体系 ): 非 极 性 有 机 溶剂 - 酶 甚 浮 体 系 用 非 极 性 有 机 溶 
剂 取代 大 量 水 ， 使 固体 酶 悬浮 在 有 机 相 中 。 但 仍然 含有 必需 的 结合 水 以 保持 酶 的 催化 活力 
(含水 量 一 般 小 于 2% ， 酶 的 状态 可 以 是 结晶 态 、 冻 干 态 、 沉 淀 态 , 或 者 吸附 在 固体 载体 表 
面 上 ); @ 反 向 微 团体 系 (reversed mielle) 由 水 - 表面 活性 剂 -有 机 溶剂 组 成 的 三 成 分 微 
团 ， 芷 水 尾部 朝 外 ， 极 性 头 部 转 内 ， 把 酶 包 庄 在 其 中 。 

不 管 采用 何 种 有 机 介质 反应 体系 ， 酶 催化 反应 的 介质 中 都 含有 机 溶剂 和 一 定量 的 水 。 它 
们 都 对 催化 反应 有 显著 的 影响 。 

2. 气相 介质 中 的 酶 催化 ” 酶 在 气相 介质 中 进行 的 催化 反应 ， 适 用 于 底 物 是 气体 或 者 能 
够 转化 为 气体 的 物质 的 酶 催化 反应 。 由 于 气体 介质 的 密度 低 ， 扩 散 容 易 ， 因 此 酶 在 气相 中 的 
催化 作用 与 在 水 溶液 中 的 催化 作用 有 明显 的 不 同 特点 。 

3. 超 临界 介质 中 的 酶 催化 酶 在 超 临界 流体 中 进行 的 催化 反应 。 超 临界 流体 是 指 温度 
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和 压力 超过 某 物 质 超 临界 点 的 流体 。 

4. 离子 液 介质 中 的 酶 催化 ” 酶 在 离子 液 (ionic liquid) 中 进行 的 催化 作用 。 离 子 液 是 
由 有 机 阳离子 与 有 机 (无 机 ) 阴离子 构成 的 在 室温 条 件 下 呈 液 态 的 低 熔点 盐 类 ， 挥 发 性 低 ， 
稳定 性 好 。 酶 在 离子 液 中 的 催化 作用 具有 良好 的 稳定 性 和 区 域 选择 性 、 立 体 选择 性 、 键 选择 
性 等 显著 特点 。 


2.5.3 有 机 介质 对 酶 性 质 的 影响 


有 机 介质 可 对 酶 的 多 方面 性 质 产生 影响 ， 下 面 对 其 中 几 个 主要 方面 进行 简介 。 

1. 稳定 性 过 去 认为 酶 在 有 机 介质 中 不 稳定 ， 但 研究 发 现 大 多 数 酶 在 低 水 有 机 介质 中 
比 在 水 介质 中 更 稳定 。 表 现 为 : 中 热 稳定 性 提高 。 例 如 ， 猪 胰 脂 肪 酶 在 醇和 酯 中 进行 催化 反 
应 ， 在 100% 高 温 下 ， 其 半衰期 长 达 26h， 其 活性 比 在 20%C 时 还 高 几 倍 。 胰 凝 乳 蛋白 酶 在 
60% 水 中 ， 几 分 钟 就 产生 不 可 逆 失 活 ， 而 在 100% 辛 烷 中 ， 其 半衰期 长 达 几 小 时 。@) 储 存 稳 
定性 提高 。 例 如 胰 凝 乳 和 蛋白酶 在 20 针 时 ， 在 水 中 半 训 期 只 有 几 天 ， 在 辛 烷 中 ， 可 放 6 个 月 ， 
仍 保持 全 部 活力 。 在 有 机 介质 中 ,不 同 温度 下 保温 的 酶 ， 热 处 理 还 导致 酶 活力 增加 ， 而 且 酶 
在 温度 远 超过 其 在 水 溶液 中 最 适 温 度 的 情况 下 也 不 失 活 。 在 低 水 有 机 溶剂 体系 中 ， 酶 的 稳定 
性 与 含水 量 密切 相关 ， 一 般 在 低 于 临界 含水 量 范围 内 ， 酶 很 稳定 ; 含水 量 超出 临界 含水 量 
后 ， 酶 稳定 性 随 含水 量 的 增加 而 急剧 降低 。 表 2-7 列举 了 不 同 酶 在 水 溶液 和 有 机 溶剂 中 的 热 


表 2-7 某 些 酶 在 有 机 介质 与 水 溶液 中 的 热 稳定 性 
介质 条 件 


三 丁 酸 甘油 酯 ti < 26h; 
水 ， pH 7.0 ti < 2min 


猪 胰 脂 肪 酶 


三 丁 酸 甘 油 酯 / 庚 醇 t=1.5h; 


酵母 脂肪 栈 水 ,pH 7.0 ti < 2min 


脂 蛋 白 脂肪 酶 甲 茶 , 90C，400h 活力 剩余 40% 


正 辛 烷 ，100% ti = 80min; 
水 ,pH 8:0; 55T tin = lS5min 


胰 凝 乳 蛋 白 酶 


枯草 杆菌 蛋白 酶 正 辛 烷 ，110%C ti = 80min 


王 烷 ，110% ，6h 活力 剩余 95%; 
水 ，pH 8.0, 90C ti < 10min 


核糖 核酸 酶 


正 十 六 烷 ，80% ti = 8min; 
水 ; T0EC = min 


腺 苷 三 磷酸 酶 甲 茶 , 70 ti > 24h; 
(Fl1-ATPase) 水 , 60C ti < 10min 


限制 性 核酸 内 切 酶 (Hind 亚 ) 正 庚 烷 ，55%C，30d 活力 不 降低 
B- 葡 萄 糖苷 酶 2- 丙 醇 ，50% ，30h 活力 剩余 80% 


环 己 烷 ty = 140min; 
110% 水 t= lOmin 


酸性 磷酸 酶 


溶菌 酶 
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2. 酶 活力 “在 单 相 共 溶 体系 ， 有 机 溶剂 对 酶 活力 影响 分 为 两 个 方面 : 一 方面 有 机 溶剂 
直接 作用 于 酶 ， 破 坏 维持 酶 活力 构象 的 氨 键 和 下 水 作用 力 ， 或 破坏 酶 周 于 水 化 层 ， 使 酶 变性 
或 失 活 。 如 不 少 酶 活力 随 有 机 溶剂 浓度 升 高 而 降低 。 男 一 方面 有 些 酶 活力 会 随 有 机 溶剂 浓度 
升 高 而 增 大 ， 在 某 一 浓度 (最 适 浓度 ) 达 最 大 值 ; 若 浓度 再 升 高 ， 则 活力 下 降 。 如 胰 和 蛋白 
酶 在 1，4- 丁 二 醇 中 最 适 浓度 为 80% ， 猪 心 线粒体 ATP 酶 在 乙醇 中 最 适 浓度 为 10% ， 限 制 
性 内 切 酶 EcoR I 在 甘油 中 最 适 浓度 为 20% 。 

在 低 水 有 机 溶剂 体系 ， 酶 活力 也 发 生变 化 。 如 沉积 在 玻璃 球 上 的 胆固醇 氧化 酶 和 辣 根 过 
氧化 物 酶 在 有 机 溶剂 中 催化 胆固醇 的 氧化 速度 ， 是 酶 在 水 中 催化 速度 的 10% ~25% 。 又 如 用 
酵母 醇 脱氧 酶 在 含 1% 水 的 醋酸 丁 酯 中 催化 肉桂 醇 氧化 ， 酶 活力 是 水 中 的 1% ~ 64% 。 对 各 
种 水 活 度 下 吸附 在 不 同 载体 上 胰 凝 乳 蛋白 酶 或 乙醇 脱氧 酶 的 酶 活力 研究 表明 ， 酶 活力 随 水 活 
度 大 小 而 变化 ， 而 在 一 定 水 活 度 下 ， 酶 活力 随 载体 不 同 而 变化 。 

在 反 向 微 团体 系 中 ， 微 团 效应 使 某 些 酶 活力 增加 ， 比 较 反 向 微 团 漆 酶 和 水 中 漆 酶 催化 邻 
茶 二 酚 氧 化 最 大 速率 ， 微 团 中 酶 活力 至 少 增 大 了 100 信 。 反 向 微 团 酶 催化 的 一 个 重要 特点 是 
酶 活力 依赖 微 团 的 含水 量 ， 更 确切 地 说 ， 是 取决 于 水 与 表面 活性 剂 的 摩尔 比 (R) 。 

3. 专 一 性 某 些 有 机 溶剂 会 使 某 些 酶 的 专 一 性 发 生变 化 ， 如 脂肪 酶 在 有 机 介质 中 有 合 
成 肽 键 的 功能 、 限 制 性 核酸 内 切 酶 (简称 限制 酶 ) 的 星 号 活力 ( 非 标准 反应 条 件 下 ， 内 切 
酶 识别 切割 能 力 下 降 ， 识 别 特异 性 下 降 的 现象 ) 。 对 限制 酶 的 研究 表明 : 中 某 些 有 机 介质 
(如 二 甲 基 亚 砚 、 甘 油 、 乙 二 醇 ) 可 使 部 分 限制 酶 的 专 一 性 发 生 改变 ,使 其 专 一 性 降低 ， 且 
发 现 其 星 号 活力 比 原 专 一 性 活力 弱 。@) 不 同 的 有 机 介质 对 同一 种 限制 酶 专 一 性 影响 不 同 。 
@ 同 一 种 有 机 介质 对 不 同 的 限制 酶 ( 即使 是 异 源 同 功 酶 ， 的 专 一 性 影响 也 不 同 。 如 胰 凝 乳 
蛋白 酶 在 水 中 催化 N- 乙 酰 -L- 茶 丙 氨 酸 乙 酯 水 解 比 催化 N- 乙 酰 -L- 组 氨 酸 乙 酯 水 解 快 100 倍 ， 
而 在 辛 烷 中 情况 恰恰 相反 ， 这 是 下 水 驱动 力作 用 的 结果 ; 猪 胰 脂肪 酶 在 水 中 可 以 各 种 大 小 的 
醇 分 子 作为 亲 核 试剂 进行 转 酯 反应 ; 在 有 机 介质 中 只 催化 小 分 子 醇 反 应 ， 而 叔 醇 等 大 分 子 醇 
则 难 反应 ， 这 是 酶 活力 中 心 构象 刚性 增强 的 结果 ; 醇 脱氧 酶 催化 烷 醇 氧化 为 醋 ， 在 水 溶液 中 
辛 醇 是 最 佳 底 物 ， 被 反应 微 团 包 庄 后 ， 则 丁 醇 更 快 被 氧化 。 此 外 ， 有 些 在 水 中 不 能 实现 的 反 
应 途径 ,在 有 机 介质 中 却 成 为 主导 反应 。 如 脂肪 酶 没有 酰胺 酶 活力 ,但 在 有 机 介质 中 脂肪 酶 
却 可 以 催化 肽 键 合成 ， 这 为 寡 肽 的 合成 又 提供 了 新 的 合成 途径 。 

4. 反应 平衡 “有 机 介质 能 改变 某 些 酶 催化 的 反应 平衡 。 酶 既 可 催化 一 个 化 学 反应 的 正 
向 反应 ， 也 可 催化 其 逆向 反应 ， 反 应 平衡 点 的 移动 取决 于 反应 条 件 。 如 蛋白 水 解 酶 在 水 介质 
中 一 般 是 催化 蛋白 质 或 肽 水 解 ， 而 在 有 机 介质 中 却 能 催化 其 逆反 应 一 一 合成 肽 键 。 例 如 ,水 
解 酶 类 (蛋白 水 解 酶 ) 在 水 介质 中 , 水 的 浓度 为 55. Smol . L™', 平衡 趋向 水 解 方向 ， 如 在 
含水 量 极 低 的 有 机 介质 中 ,平衡 向 合成 方向 偏 移 。1937 年 ， 贝 尔格 曼 等 首次 用 酶 催化 合成 
肘 。 近 年 来 ,利用 和 蛋白酶 逆反 应 的 研究 取得 较 大 进展 ， 在 单 相 共 溶 体系 或 两 相 体系 中 都 合成 
了 肽 ， 有 的 达到 工业 化 程度 ， 如 甜 味 二 肽 及 脑 啡 肽 的 合成 。 有 机 介质 不 仅 可 改变 酶 催化 的 平 
衡 点 ， 且 不 要 通常 多 肽 合成 时 必需 的 基 团 保护 。 目 前 特异 性 酶 第 选 和 反应 条 件 优 化 是 酶 法 合 
成 多 肽 的 研究 重点 。 又 如 脂肪 酶 在 水 介质 中 一 般 是 催化 酯 水 解 ， 但 将 1,2- 丁 二 醇 溶 于 乙酸 乙 
酯 〈 它 既是 溶剂 ， 又 是 酰 化 剂 ) ， 利 用 脂肪 酶 催化 ， 只 需 几 个 小 时 ，97% 的 丁 二 醇 都 在 1 位 
羟基 上 酰基 化 形成 甲 酯 。 多 肽 合成 反应 实例 见 表 2-8。 
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表 2-8 不 同 酶 合成 产物 及 合成 产 率 比较 
合成 产物 溶剂 (% ) 合成 产 率 (% ) 
核糖 核酸 酶 甘油 90 50 


胰岛 素 乙醇 30 80 
人 生长 素 甘油 80 20 


5. 分 子 印迹 和 pH 记忆 ” 酶 在 有 机 介质 中 能 “ 记 住 ” 它 在 冻 干 前 的 结构 特征 ， 因 此 酶 
在 冻 干 前 可 用 配 体 作 印 迹 。 例 如 在 枯草 芽孢 杆菌 蛋白 酶 水 溶液 中 加 入 竞争 性 抑制 剂 ， 其 活力 
与 未 处 理 的 酶 相同 ， 但 从 含有 竞争 性 抑制 剂 的 水 溶液 中 冻 干 出 来 后 ， 青 将 抑制 剂 除 去 ， 该 酶 
在 辛 烷 中 催化 酯 化 反应 的 速度 比 不 含 抑制 剂 的 水 溶液 中 冻 干 出 来 的 高 100 倍 。 这 可 能 是 竞争 
性 抑制 剂 诱导 酶 活力 中 心 构象 发 生变 化 ， 形 成 一 种 高 活性 构象 形式 ， 而 此 种 构象 形式 在 去 除 
抑制 剂 后 ， 因 酶 在 有 机 介质 中 的 高 度 刚 性 而 得 到 保持 。 赋 形 剂 诱导 酶 活力 增强 机 制 与 配 体 诱 
导 相 同 。 

酶 在 有 机 介质 中 还 能 “ 记 住 ” 它 最 后 存在 过 的 水 溶液 的 pH。 因 为 该 pH 决定 了 酶 分 子 
上 有 关 基 团 的 电离 状态 ， 这 种 状态 在 冻 干 过 程 和 分 散 到 有 机 介质 中 后 仍 得 到 保持 。 


2. 5.4 有 机 介质 酶 催化 反应 的 优点 


目前 有 机 介质 中 的 酶 催化 反应 已 成 为 非常 热门 的 一 个 研究 领域 。 现 已 确认 ， 与 水 溶液 中 
的 反应 相 比 ， 酶 在 有 机 介质 中 不 但 能 保持 其 活力 ， 还 表现 出 一 些 特殊 性 质 ， 并 具有 如 下 优 
越 性 : 

(1) 有 利于 足 水 性 底 物 的 反应 。 在 有 机 介质 中 ， 由 于 水 分 子 的 减少 ， 相 对 来 说 ， 酶 分 
子 的 构象 表现 出 比 水 溶液 中 更 具有 “刚性 ”特点 。 因 而 使 通过 选择 不 同性 质 的 溶剂 来 调控 
酶 的 某 些 特性 成 为 可 能 。 可 以 催化 玻 水 性 底 物 的 合成 反应 或 一 些 在 水 相 中 很 难 进行 的 反应 。 
例如 在 有 机 溶剂 中 ， 可 以 利用 酶 与 配 体 的 相互 作用 性 质 ， 诱导 改变 酶 分 子 的 构象 ， 调 控 酶 的 
底 物 专 一 性 、 立 体 选择 性 和 手 性 选择 性 等 (如 由 于 水 解 作 用 ， 羧 酸 酯 在 水 溶液 中 的 酯 交换 
反应 很 难 进 行 ， 但 在 有 机 溶剂 中 ， 水 解 酶 可 以 很 容易 地 催化 酯 交换 反应 ) 。 

(2) 有 利于 产物 的 分 离 和 酶 的 回收 与 再 利用 。 因 为 在 水 溶液 中 产物 的 回收 通常 是 比较 
困难 的 或 是 价格 昂贵 的 。 

(3) 可 改变 反应 平衡 移动 方向 。 

(4) 可 控制 底 物 专 一 性 。 可 以 控制 或 改变 底 物 专 一 性 或 区 域 选 择 性 。 由 于 许多 反应 的 
动力 学 平衡 很 大 程度 上 依赖 于 溶剂 ， 这 样 就 可 以 选择 有 利于 产物 形成 的 反应 介质 。 

(5) 可 防止 由 水 引起 的 副 反 应 。 

(6) 可 扩大 反应 pH 的 适应 性 。 

(7) 可 提高 酶 的 热 稳定 性 ， 提 高 催化 温度 ， 酶 在 有 机 溶剂 中 的 构 型 比 在 水 中 更 加 紧凑 ， 
酶 的 热 稳定 性 显著 提高 。 

(8) 用 非 水 溶液 的 生物 催化 反应 器 可 避免 微生物 污染 。 

(9) 能 催化 在 水 中 不 能 进行 的 反应 。 

有 机 溶剂 中 的 酶 活力 部 位 的 结构 与 在 水 溶液 中 是 一 致 的 ， 但 在 有 机 溶剂 中 酶 分 子 间 的 毛 
键 极 少 ， 而 分 子 内 部 基 团 间 的 氢 键 占有 主导 地 位 ， 所 以 ， 和 蛋白 质 结构 变 得 更 “刚性 ”， 提 高 
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了 酶 的 热 稳 定性 。 若 保证 必需 水 含量 、 选 择 合适 的 酶 及 酶 形式 、 合 适 的 浴 剂 及 反应 体系 、 最 
佳 pH， 则 酶 可 在 有 机 介质 中 显示 很 高 的 催化 活性 。 目 前 在 有 机 介质 中 已 成 功用 酶 进行 了 氧 
化 、 脱 氧 、 脱 氮 、 还 原 、 羟 基 化 、 甲 基 化 、 环 氧化 、 酯 化 、 酰 胺 化 、 磷 酸化 、 开 环 反应 、 异 
构 化 、 侧 链 切除 、 缩 合 及 亢 代 等 反应 。 


2.5.5 有 机 介质 中 酶 催化 反应 的 条 件 及 其 控制 


1. 反应 体系 中 必需 水 ( 结合 水 ) 对 酶 催化 反应 的 影响 “ 酶 都 深 于 水 ， 只 有 在 一 定量 的 
水 存在 的 条 件 下 ， 酶 分 子 才能 进行 催化 反应 。 所 以 ， 酶 在 有 机 介质 中 进行 催化 反应 时 ， 水 是 
不 可 缺少 的 成 分 之 一 。 有 机 介质 中 的 水 含量 多 少 与 酶 的 空间 构象 、 酶 的 催化 活力 、 酶 的 稳定 
性 、 酶 的 催化 反应 速度 等 都 有 密切 关系 ,水 还 与 酶 催化 作用 的 底 物 和 反应 产物 的 溶解 度 有 
关 。 酶 分 子 只 有 在 空间 构象 完整 的 状态 下 , 才 具 有 催化 功能 。 在 无 水 的 条 件 下 ， 酶 的 空间 构 
象 被 破坏 ， 酶 将 变性 失 活 。 所 以 ， 酶 分 子 需要 一 层 水 化 层 ， 以 维持 其 完整 的 空间 构象 。 这 上 紧 
紧 吸 附 在 酶 分 子 表面 ， 维 持 酶 分 子 完整 的 空间 构象 所 必需 的 最 低 水 量 称 为 必需 水 (或 结合 
水 、 束 缚 水 )。 酶 的 活力 由 必需 水 决定 ， 而 与 溶剂 里 的 水 含量 无 关 。 因 此 ， 可 把 有 机 介质 中 
酶 促 反 应 理解 为 宏观 上 是 在 有 机 介质 中 ， 而 在 微观 上 仍 是 水 中 的 酶 促 反 应 。 正 因 如 此 ， 才 能 
使 用 有 机 介质 代替 水 溶液 ， 进 行 酶 促 反应 。 只 要 必需 水 不 丢失 ， 其 他 大 部 分 水 即使 都 被 有 机 
溶剂 取代 ， 酶 仍然 保持 其 催化 活性 。 

酶 催化 活力 所 必需 的 构象 ， 是 由 水 分 子 直 接 或 间接 地 通过 氢 键 等 非 共 价 相互 作用 来 维持 
的 ， 因 此 ， 只 有 与 酶 分 子 紧 密 结 合 的 单 层 水 分 子 ， 对 酶 的 催化 活力 才 是 至 关 重 要 的 。 有 机 介 
质 中 水 的 含量 对 酶 催化 反应 速度 有 显著 影响 ， 存 在 最 适 水 含量 。 酶 的 必需 水 含量 因 酶 和 溶剂 
而 异 。 不 同 的 酶 需 水 量 不 同 。 脂 肪 酶 只 需 几 个 水 分 子 ， 胰 凝 乳 蛋 白 酶 在 辛 烷 中 需 50 个 水 分 
子 ， 在 其 他 溶剂 中 需 水 更 少 ; 而 乙醇 脱 氨 酶 、 栈 氨 酸 酶 、 醇 氧化 酶 、 多 酚 氧 化 酶 等 则 需要 几 
百 个 水 分 子 。 可 能 真正 的 酶 催化 反应 发 生 在 酶 表面 的 必需 水 层 中 ， 底 物 分 子 必须 先 从 有 机 相 
进入 水 相 ， 才 能 与 酶 分 子 发 生 作用 。 同 一 种 酶 在 不 同 溶剂 中 需 水 量 也 不 同 。 溶 剂 玖 水 性 越 
强 ， 需 水 量 越 少 。 如 胰 凝 乳 和 蛋白酶 ， 在 二 异 丙 酝 、 二 氧 乙 烷 或 毛 仿 中 ，1% 含水 量 活力 最 高 ; 
在 更 玻 水 的 甲 茶 中 ， 只 要 0. 5% 的 水 量 就 可 达到 最 大 活力 ; 在 较 亲 水 的 乙酸 乙 酯 中 ， 则 要 求 
更 高 的 含水 量 。 一 般 认 为 ， 酶 要 与 有 机 溶剂 互相 争夺 水 分 以 维持 必要 的 水 合 状态 。 反 映 必需 
水 作用 的 合适 参数 是 热力 学 水 活 度 ， 即 在 一 定 的 温度 压力 下 ， 反 应 体系 中 的 水 蒸气 压 与 纯 水 
的 蒸气 压 之 比 。 水 活 度 参数 易 测 且 可 直接 反映 酶 分 子 上 水 分 的 多 少 ， 与 体系 中 水 含量 及 所 用 
溶剂 无 关 。 

有 两 种 方法 可 获得 恒定 的 水 活 度 : 一 是 底 物 溶液 和 酶 制剂 分 别 与 一 种 无 机 盐 的 饱和 溶液 
预 平衡 获得 一 定 的 水 活 度 ,然后 两 者 混合 起 来 反应 ; 二 是 向 干燥 的 反应 混合 物 中 加 入 一 种 盐 
的 高 水 合 物 ， 后 者 释放 部 分 水 到 体系 中 并 部 分 转化 成 其 低 水 合 物 。 后 一 种 方法 更 优越 。 

一 个 干燥 的 酶 水 合 吸附 水 量具 体 如 下 所 述 : 酶 分 子 表面 电荷 基 团 0 ~0.07g .gg (水 / 
酶 ) ; 酶 分 子 表面 极 性 基 团 0.07 ~0. 25g . g  ; 弱 极 性 、 非 极 性 基 团 0.25 ~0.28g . g-!。 表 
面 完全 水 化 ， 被 一 层 水 分 子 包围 。 

2. 对 酶 的 要 求 ” 酶 种 类 选择 适 于 有 机 介质 的 酶 ， 应 具 对 抗 有 机 介质 变性 的 潜在 能 力 ， 
在 有 机 介质 中 能 保持 催化 活力 构象 。 由 于 酶 组 成 及 构象 的 多 样 性 ， 除 少数 酶 外 ， 大 多 数 酶 均 
能 在 有 机 介质 中 进行 催化 反应 。 已 报道 的 酶 类 有 脂肪 酶 、 蛋 白 酶 、 次 黄 味 叭 氧化 酶 、 过 氧化 
毛 酶 、 过 氧化 物 酶 、 醛 缩 酶 、 多 酚 氧 化 酶 、 醇 脱氧 酶 、 细 胞 色素 氧化 酶 、ATP 酶 、 胆 固 醇 氧 
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化 酶 等 。 酶 是 否 适 于 有 机 介质 中 工作 ， 主 要 取决 于 酶 - 底 物 、 产 物 -溶剂 间 的 关系 。 

(1) 酶 形式 选择 : 为 提高 酶 在 有 机 介质 中 的 溶解 度 、 稳 定性 和 活力 ， 酶 形式 选择 很 重 
要 。 处 于 分 散 状 态 的 一 般 酶 在 有 机 介质 中 几乎 不 洲 ， 呈 聚集 状态 。 为 使 酶 与 底 物 充分 接触 ， 
可 将 酶 制 成 冰冻 干粉 ， 并 在 有 机 介质 中 剧烈 搅拌 或 用 超声 波 处 理 ， 使 酶 颗粒 变 小 。 控 制 好 酶 
量 也 很 重要 。 有 人 研究 a- 胰 凝 乳 蛋 白 酶 在 乙醇 中 转 酯 反应 ， 发 现 催化 活力 随 反 应 体系 中 酶 
量 的 减少 而 显著 增加 。 很 可 能 酶 活力 决定 于 酶 聚 体 表面 那 部 分 酶 分 子 。 水 含量 不 变 ， 减少 体 
系 中 酶 量 到 最 佳 ， 使 酶 聚 体 变 小 ， 增 大 了 酶 与 底 物 的 接触 面 ， 消 除 底 物 扩散 的 局 限 ， 酶 活力 
反而 增强 。 

(2) 化 学 修饰 : 有 些 酶 尽管 在 有 机 介质 中 有 活力 ， 但 操作 稳定 性 差 ， 通 过 化 学 修饰 可 
改变 酶 的 理化 性 质 ， 使 其 溶解 于 有 机 介质 ， 且 稳定 性 和 活力 提高 。 化 学 修饰 方法 很 多 ， 其 中 
聚 乙 二 醇 (PEG) 修饰 较 常见 。 例 如 ， 用 PEG 修饰 过 氧化 氢 酶 ， 使 其 在 有 机 介质 中 活力 显 
著 提 高 。 磁 性 脂肪 酶 〈 磁 性 颗粒 外 包 PEG 修饰 的 脂肪 酶 ) 在 有 机 介质 中 较 稳 定 ， 活 力也 较 
高 ， 且 可 在 磁场 中 回收 。 用 谷 氨 酸 、 十 二 醇 、 和 葡萄糖 酸 内 酯 合成 糖 类 脂 ， 用 此 糖 类 脂 修饰 超 
氧化 物 歧化 酶 (SOD ) ， 所 得 的 修饰 SOD 变 成 了 脂 溶性 而 水 不 溶性 的 酶 。 该 酶 在 有 机 介质 中 
活力 高 于 在 水 中 的 活力 。 该 酶 对 温度 、pH、 和 蛋白 酶 水 解 的 稳定 性 均 高 于 天 然 SOD。 研 究 不 
同 修饰 酶 在 有 机 介质 中 的 表现 ， 发 现 化 学 修饰 如 脱 糖 基 化 、 荣 甲 基 、PEG 修饰 ) 能 够 增 
加 酶 的 表面 玻 水 性 ， 而 玻 水 性 增加 提高 了 酶 在 有 机 介质 中 的 活力 。PEG 修饰 酶 在 甲 茶 中 活 
力 比 未 修饰 酶 高 16 倍 。 通 过 蛋白质 甲 基 化 作用 ， 玻 水 分 子 对 酶 蛋白 的 修饰 均 可 提高 酶 在 有 
机 介质 中 的 溶解 性 、 稳 定性 和 活力 。 

(3) 载体 : 把 酶 固定 在 载体 上 制 成 固定 化 酶 ， 其 对 抗 有 机 介质 变性 的 能 力 、 反 应 速度 、 
热 稳定 性 都 可 提高 。 载 体 对 酶 的 影响 有 下 述 几 个 方面 : 首先 ， 载 体能 通过 分 配 效应 剧烈 地 改 
变 酶 微 环 境 中 底 物 和 产物 的 局 部 浓度 。 例 如 ， 对 几 种 不 同 载体 的 固定 化 脂肪 酶 研究 表明 ， 政 
水 性 琼脂 珠 载体 效果 最 好 ， 其 国定 化 脂肪 酶 在 有 机 介质 中 的 活力 比 对 应 酶 粉 高 46.5% 。 由 
于 载体 上 玻 水 基 团 的 存在 ， 使 疏水 性 底 物 在 玻 水 作用 下 分 配 到 载体 周围 的 浓度 高 于 反应 介质 
中 的 浓度 ， 使 酶 反应 速度 提高 。 其 次 ,载体 影响 酶 分 子 上 的 结合 水 。 亲 水 性 高 的 载体 会 从 溶 
剂 和 酶 中 夺取 大 量 的 水 ， 降 低 酶 的 活力 ; 亲 水 性 低 的 载体 不 夺取 酶 的 必需 水 ， 酶 活力 较 高 。 
再 者 ， 通 过 载体 与 酶 之 间 形 成 的 多 点 结合 作用 ， 可 稳定 酶 的 催化 活力 构象 。 此 外 载体 影响 酶 
的 动力 学 ， 影 响 一 个 酶 同时 催化 的 两 个 反应 的 相对 速度 。 如 在 低 水 活 度 下 把 胰 凝 乳 蛋 白 酶 固 
定 在 聚 酰胺 载体 上 ， 水 解 反 应 被 抑制 但 有 利于 醇 解 反应 。 因 此 ， 载 体 要 选择 踊 水 性 基质 ， 具 
有 高 氧 渗透 性 的 硅 聚 合 物 比较 好 。 男 外 ， 还 应 考虑 酶 的 负载 量 、 载 体 的 表面 积 、 颗 粒 大 小 、 
内 部 孔径 大 小 、 酶 与 载体 间 的 相互 作用 等 。 

3. 反应 体系 中 有 机 溶剂 对 酶 催化 反应 的 影响 “在 水 溶液 中 ， 酶 分 子 均一 地 溶解 在 水 溶 
液 中 ， 可 以 较 好 地 保持 其 完整 的 空间 结构 。 在 有 机 溶剂 中 ， 酶 分 子 不 能 直接 溶解 ， 而 是 悬浮 
在 溶剂 中 进行 催化 反应 。 根 据 酶 分 子 的 特性 和 有 机 溶剂 的 特性 的 不 同 ， 保 持 其 空间 结构 完整 
性 的 情况 也 有 差别 。 

有 机 溶剂 通过 3 种 方式 影响 酶 催化 。 

(1) 通过 影响 底 物 、 产 物 在 水 相 和 有 机 相 中 的 分 配 ， 从 而 影响 底 物 在 酶 必需 水 层 中 的 
浓度 来 改变 酶 催化 反应 速度 有 机 溶剂 与 水 之 间 的 极 性 不 同 ， 在 反应 过 程 中 会 影响 底 物 和 产 
物 的 分 配 ， 从 而 影响 酶 的 催化 反应 。 强 极 性 有 机 溶剂 可 溶解 大 量 水 ， 有 夺 走 必需 水 的 趋势 ， 
导致 酶 失 活 。 
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(2) 直接 与 酶 必需 水 作用 : 芷 水 性 溶剂 不 与 酶 必需 水 作用 ， 对 酶 活力 影响 小 。 如 胰 凝 
乳 和 蛋白酶 在 辛 烷 中 反应 速度 比 在 吡啶 中 快 10 倍 ， 其 活力 随 深 剂 的 疏水 性 增强 而 增 大 。 

(3) 直接 和 酶 发 生 作 用 : 有 机 溶剂 使 底 物 基态 能 级 下 降 或 使 酶 - 底 物 复合 物 能 级 升 高 ， 
从 而 增 大 酶 反应 的 活化 能 来 降低 酶 反应 速度 ; 其 次 ， 有 机 溶剂 分 子 进入 酶 活力 中 心 ， 降 低 中 
心 内 部 极 性 并 加 强 底 物 与 酶 之 间 形 成 的 氢 键 ， 使 酶 活力 下 降 ， 有 机 溶剂 侵入 还 会 造成 酶 三 级 
结构 化 ， 间 接 改 变 酶 活力 中 心 结构 来 影响 酶 活力 。 极 性 较 强 的 有 机 溶剂 ， 如 甲醇 、 乙 醇 等 ， 
会 夺取 酶 分 子 的 结合 水 ， 影 响 酶 分 子 微 环境 的 水 化 层 ， 从 而 降低 酶 的 催化 活力 ， 其 至 引起 酶 
的 变性 失 活 。 因 此 ， 应 选择 好 所 使 用 的 溶剂 ， 控 制 好 介质 中 的 含水 量 ， 或 者 经 过 酶 分 子 修饰 
提高 酶 分 子 的 亲 水 性 ， 避 免 酶 在 有 机 介质 中 因 脱 水 作用 而 影响 其 催化 活力 。 

选择 有 机 溶剂 还 必须 考虑 以 下 几 种 因素 : 四 溶剂 与 反应 的 相 容 性 ; @) 深 剂 对 反应 应 该 是 
惰性 的 ; @@ 溶 剂 的 密度 、 黏 表面 张力 、 毒 性 、 废 物 的 处 理 和 成 本 等 。 普 遍 公认 的 溶剂 参数 是 
lgP， 即 一 种 溶剂 辛 醇 /水 两 相间 分 配 系数 的 常用 对 数值 。 它 能 直接 反映 溶剂 的 疏水 性 。 在 加 
入 等 量 水 的 情况 下 ,溶剂 的 lgP 值 越 高 ， 酶 活力 越 高 。 要 得 到 酶 最 佳 活 力 表达 ， 不 同 的 溶剂 
需 水 量 不 同 。 溶 剂 的 lgP 值 越 高 ， 所 需 最 佳 水 量 越 少 。 另 外 还 要 控制 酶 的 水 合 程度 ， 即 在 恒 
定 的 水 活 度 下 比较 酶 活力 ， 以 避免 水 的 干扰 。 常 用 的 有 机 溶剂 有 辛 烷 、 正 己 烷 、 茶 、 吡 喧 、 
季 丁 醇 、 丙 醇 、 乙 有 睛 、 已 酯 、 二 氧 甲烷 等 。 

4. 合适 反应 体系 ，” 酶 催化 反应 的 有 机 介质 有 下 述 几 种 体系 : D 单 相 共 溶 体系 (水 /水 溶 
性 有 机 溶剂 ) ;，@ 两 相 体系 〈 水 /水 不 溶性 有 机 溶剂 ) ; @@ 低 水 有 机 溶剂 体系 ; @ 反 向 微 团体 
系 。 前 3 种 体系 都 较 易 构建 ， 以 低 水 有 机 溶剂 体系 对 有 机 合成 最 有 利 ， 适 于 疏水 有 机 介质 和 
高 温 反 应 ， 但 缺点 是 : 扩散 限制 严重 ， 反 应 速度 慢 ， 不 能 用 分 光 光 度 技术 跟踪 反应 进程 。 而 
反 向 微 团体 系 可 克服 这 些 缺 点 。 由 水 - 表面 活性 剂 -有 机 溶剂 组 成 的 3 成 分 微 团 ， 玻 水 尾部 
朝 外 ， 极 性 头 部 转 内 ， 把 酶 包 庄 在 其 中 ， 借 此 模拟 酶 在 活 细胞 的 功能 反应 ， 发 现 酶 具 超 活力 
(super-activity) (高 于 水 溶液 中 酶 活力 值 的 活力 ) 。 酶 性 质 也 发 生 改 变 ， 不 论 亲 水 酶 类 、 焉 
水 酶 类 ， 还 是 两 亲 酶 都 能 制 成 反 向 微 困 ， 这 种 通用 性 表明 酶 已 克服 有 机 介质 的 障碍 ， 具 更 高 
活力 ,但 微 团结 构 易 破坏 ， 容 纳 酶 量 有 限 ， 产 物 和 酶 不 易 回 收 。 

5. 合适 的 pH 保证 有 机 介质 中 酶 的 微 环境 具有 最 适 pH。 在 有 机 介质 中 ， 酶 反应 的 
pH 靠 酶 分 子 周围 的 必需 水 维持 ， 而 必需 水 的 最 适 pH 与 水 溶液 中 反应 时 的 最 适 pH 一 致 。 
所 以 ， 酶 应 从 具 最 适 pH 的 缓冲 液 中 冻 干 或 沉淀 出 来 ， 以 保证 有 机 介质 中 酶 的 微 环境 具有 
最 适 pH。 


2. 5.6 非 水 介质 中 酶 催化 反应 在 有 机 合成 中 的 应 用 


近 十 几 年 来 ， 酶 在 有 机 介质 中 的 催化 作用 研究 取得 了 突破 性 进展 ， 使 得 传统 酶 学 领域 迅 
速生 长 出 一 个 新 的 分 支 一 一 非 水 酶 学 。 研 究 在 非 水 介质 酶 的 催化 行为 ， 使 人 们 可 以 充分 利用 
生物 催化 剂 ( 所 独 有 的 选择 性 好 、 反 应 条 件 温和 以 及 催化 效率 高 等 优点 ) 来 取代 常规 催化 
剂 ， 完 成 许多 有 价值 的 有 机 合成 反应 ,或 者 催化 许多 动力 学 上 很 难 进行 的 反应 。 目 前 ,许多 
非 水 介质 中 的 酶 催化 反应 已 经 成 功 地 用 于 天 然 产物 、 药 物 等 有 机 化 合 物 的 合成 。 例 如 ， 和 蛋白 
水 解 酶 或 脂肪 水 解 酶 催化 的 逆反 应 可 用 于 肽 或 酯 的 合成 。 男 外 ， 和 蛋白 水 解 酶 还 可 以 催化 非 蛋 
白 氨基 酸 底 物 参与 的 合成 反应 。 表 2-9 列举 了 酶 非 水 相 催 化 的 应 用 。 
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表 2-9 酶 非 水 相 催化 的 应 用 
催化 反应 应 ”用 


青霉素 G 前 体 肽 合成 
醇 与 有 机 酸 合成 酯 类 
各 种 酯 类 生产 

二 酯 的 选择 性 聚合 
甘 醇 的 酰基 化 


合成 多 肽 
糖 类 酰基 化 


羟基 化 酶 化 体 转化 

过 氧化 物 酶 酚 类 、 胺 类 化 合 物 的 聚合 
多 酚 氧 化 酶 芳香 化 合 物 的 羟基 化 
胆固醇 氧化 酶 胆固醇 测定 

醇 脱 氢 酶 有 机 硅 醇 的 酯 化 


和 蛋白酶 


1. 蛋白 水 解 酶 催化 的 多 肽 合成 反应 ”生物 活性 肽 ,特别 是 寡 肽 ,在 免疫 调节 、 激 素 调 
节 、 酶 抑制 、 抗 菌 、 抗 病毒 等 方面 有 很 大 的 应 用 潜力 。 但 肽 合成 反应 不 适合 在 水 相 中 进行 ， 
因为 在 水 相 中 键 容易 水 解 ， 导 致 副 反 应 的 产生 ， 特 别 在 相对 较 短 的 寡 肽 合成 过 程 中 会 因此 产 
生 大 量 副产品 ;， 其 次 ， 作 为 底 物 的 氨基 酸 衍生 物 在 水 相 中 的 溶解 度 很 低 ， 直 接 导致 产量 下 
降 。 目 前 在 低 水 的 有 机 溶剂 中 ， 利 用 悬浮 、 固 定 化 和 经 过 化 学 修饰 的 酶 ， 成 功 地 进行 了 大 量 
二 肽 和 三 肽 的 合成 ， 以 及 部 分 寡 肽 〈 阿 斯 巴 甜 、 赖 氮 酸 甜 肽 、 血 管 紧张 肽 、 脑 啡 肽 等 ) 的 
合成 。 还 实现 了 某 些 二 肽 和 三 肽 的 连续 合成 ， 如 N-CBZ-Asp-Phe-OMe ( 阿 斯 巴 甜 前 体 ) 、 
Mal-Tyr 两 种 二 肽 的 合成 已 实现 商业 生产 ， 并 分 别 达到 了 数 吨 和 数 千 克 规 模 。 

2. 脂肪 水 解 酶 催化 的 酯 合成 反应 “在 异 丙 醚 中 ,用 固定 化 脂肪 酶 在 35% 催化 反应 时 ， 
催化 反应 的 产 率 提高 至 73. 8% ， 而 传统 方法 只 能 得 到 7% 的 产 率 。 维 生 素 A 的 重要 药理 活性 
受到 药物 化 学 家 的 关注 ; 但是， 维生素 A 不 稳定 ， 在 空气 中 易 氧 化 ， 在 紫外 照射 下 易 失 活 。 
解决 问题 的 方法 之 一 是 将 维生素 A 酯 化 ， 从 而 提高 它 的 稳定 性 。 用 不 同 的 化 学 方法 合成 维 
生 素 A 酯 时 ， 均 发 现 维生素 A 的 降解 严重 ， 产生 的 副 产 物 较 多 ,降低 了 酯 化 产 率 。 而 用 5 
种 脂肪 酶 在 不 同 的 有 机 溶剂 中 催化 合成 几 种 维生素 A 酯 ， 其 中 ， 在 己 烷 中 用 脂肪 酶 催化 合 
成 油 酸 维生素 A 酯 时 ， 产 率 达 到 90% ， 可 以 有 效 地 避免 化 学 法 引起 的 副 反 应 。 


2.6 ”辅助 因子 工程 


根据 酶 的 化 学 组 成 可 将 酶 分 为 两 大 类 : 一 类 酶 只 含有 蛋白质 成 分 ， 称 为 单纯 酶 ， 如 脲 
酶 、 溶 菌 酶 、 演 粉 酶 、 脂 肪 酶 、 核 糖 核酸 酶 等 ， 男 一 类 酶 除 蛋 白质 部 分 外 ， 还 含有 非 蛋 白 成 
分 (辅助 因子 )， 被 称 为 结合 酶 或 全 酶 。 辅 助 因 子 能 促进 酶 及 反应 物 进 入 活化 状态 从 而 加 速 
酶 催化 反应 ， 它 包括 种 类 很 广 的 物质 ， 可 以 是 一 种 金属 离子 、 激 活 剂 或 一 种 有 机 分 子 。 

结合 酶 中 辅助 因子 或 松 或 紧 地 与 酶 相 结 合 ， 参 与 的 酶 促 反 应 主要 为 氧化 -还 原 反 应 或 基 
团 转移 反应 ， 酶 蛋白 和 辅助 因子 单独 存在 均 无 催化 活性 ， 只 有 二 者 结合 为 全 酶 才 有 催化 活 
性 。 辅 助 因子 根据 其 特点 又 分 为 3 类 : 金属 离子 ， 直 接 作为 辅助 因子 ; 辅 基 ， 指 与 酶 蛋白 结 
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合 紧 密 的 小 分 子 有 机 物 ; 辅酶 ， 指 与 酶 蛋白 结合 比较 下 松 的 小 分 子 有 机 物 。 

作为 一 种 重要 的 辅助 因子 ， 辅 酶 在 酶 促 反 应 中 有 重要 作用 。 辅 酶 可 直接 参与 反应 ， 每 一 
种 辅酶 都 具有 特殊 的 功能 ， 可 以 特定 地 参与 某 一 类 型 的 反应 ; 同一 种 辅酶 可 以 和 多 种 不 同 的 
酶 蛋白 结合 。 通 常情 况 下 ， 结 合 酶 中 的 辅酶 决定 了 酶 所 众 化 的 类 型 (反应 专 一 性 ) ， 而 酶 蛋 
白 则 决定 了 所 催化 的 底 物 类 型 ( 底 物 专 一 性 ) 。 大 多 数 辅酶 的 前 体 主要 是 水 溶性 B 族 维 生 
素 ， 许 多 维生素 的 生理 功能 与 辅酶 的 作用 密切 相关 。 例 如 ， 氧 化 还 原 酶 中 大 约 80% 需要 尼 
克 酰 胺 腺 味 叭 二 核 背 酸 (NAD* 、NADH) 作为 辅酶 ，10% 的 酶 以 尼克 酰胺 腺 呀 叭 二 核 苷 酸 
磷酸 (NADP* 、NADPH) 为 辅酶 ， 很 少 一 部 分 以 黄 素 (FMN 、FAD) 和 辅酶 Q 为 辅酶 。 在 
酶 促 反 应 中 辅助 因子 与 酶 结合 ， 并 作为 氧化 剂 或 还 原 剂 直接 参与 反应 。 


2.6. 1 酶 的 辅助 因子 及 其 作用 


随 着 生物 催化 技术 的 不 断 成 熟 和 广泛 应 用 ， 酶 已 经 进入 大 规模 工业 应 用 阶段 。 以 氧化 还 
原 酶 为 例 ， 由 于 其 在 催化 制备 手 性 醇 、 羟 基 酸 、 氮 基 酸 方面 显示 出 极 大 的 优势 ， 如 省 体 化 合 
物 、 生 物 碱 、 胆 红 素 等 药物 和 手 性 化 合 物 的 专 一 性 合成 ， 酶 法 分 析 等 ， 它 的 应 用 也 越 来 越 受 
到 人 们 的 重视 。 然 而 ， 氧 化 还 原 酶 催化 过 程 必须 有 辅酶 的 参与 ， 而 辅酶 价格 通常 比 酶 促 反 应 
所 得 产物 要 贵 得 多 ， 即 使 相对 廉价 的 NAD* ， 其 价格 至 少 每 克 100 元 ， 使 用 氧化 还 原 酶 进行 
生物 催化 时 ， 合 成 产物 的 同时 会 消耗 一 定量 的 辅酶 ， 如 何 保证 辅酶 的 高 效 供应 是 开发 氧化 还 
原 酶 催化 反应 的 关键 技术 之 一 。 

辅助 因子 工程 是 采用 分 子 生物 学 的 手段 ， 改 造 细胞 内 辅助 因子 的 再 生 途 径 ， 通 过 调控 微 
生物 细胞 内 辅助 因子 的 形式 和 浓度 ， 定 向 改变 和 优化 微生物 细胞 代谢 功能 ， 实 现代 谢 流 最 大 
化 、 快 速 化 地 导向 目的 代谢 产物 。 辅 助 因 子 工程 所 涉及 的 辅助 因子 主要 有 ATP/ADP/AMP、 
NADH/ANAD+* 、NADPHZNADP* 、 乙酰 辅酶 A 及 其 衍生 物 、 维 生 素 和 微量 元 素 。 其 中 
NADH/ANAD'! 作为 重要 的 辅助 因子 全 程 参 与 了 微生物 细胞 内 300 多 个 氧化 还 原 反应 ， 也 是 研 
究 最 为 深入 的 辅酶 。 


2.6.2 辅助 因子 的 再 生 策略 


根据 生物 催化 反应 过 程 的 经 济 性 和 工业 可 行 性 ， 氧 化 还 原 酶 在 应 用 中 除了 必须 有 合适 的 
酶 和 反应 工程 技术 以 外 ， 还 必须 提供 高 效 、 低 成 本 的 辅酶 再 生 系统 ， 对 辅酶 进行 再 生 并 循环 
使 用 ， 使 辅酶 保持 在 一 定 的 催化 剂量 水 平 。 近 年 来 ， 为 了 解决 辅酶 再 生 这 一 问题 ， 已 经 提出 
了 一 系列 的 方法 ， 如 化 学 法 、 酶 法 、 电 化 学 法 、 光 化 学 法 和 基因 工程 法 等 。 化 学 法 利用 一 些 
化 学 试剂 ( 如 吟 嗪 甲 基 硫 酸 盐 、 黄 素 衍 生物 ) 与 辅助 因子 的 氧化 还 原 反 应 来 实现 辅助 因子 
再 生 ; 电化 学 法 是 通过 电极 的 电子 传递 直接 实现 辅助 因子 再 生 ， 不 需要 引入 其 他 酶 和 底 物 ， 
避免 了 副 产 物 ; 光化学 法 是 含有 光敏 剂 、 电 子 载体 、 电 子供 体 和 酶 等 要 素 的 反应 系统 ; 酶 法 
是 被 研究 和 应 用 最 多 的 再 生 手段 ， 利 用 耦合 酶 催化 氧化 还 原 反 应 ， 实 现 辅助 因子 由 氧化 态 
(或 还 原 态 ) 到 还 原 态 (或 氧化 态 ) 的 再 生 ; 基因 工程 法 则 是 通过 DNA 操作 技术 构建 含有 
耦 联 酶 系 的 工程 菌 ， 在 完整 细胞 内 完成 辅助 因子 的 再 生 和 目的 产物 的 生产 。 通 过 辅酶 再 生还 
能 够 简化 产物 的 分 离 ， 有 利于 酶 促 反 应 向 正 反 应 方向 移动 。 辅 助 因子 的 种 类 和 数量 很 多 ， 常 
见 的 辅助 因子 及 其 代表 性 再 生 方 法 如 表 2-10 所 示 。 
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辅助 因子 


表 2-10 ”生物 转化 中 常见 辅助 因子 及 其 原 位 再 生 方法 


反应 类 型 


代表 性 再 生 方法 


NAD 


脱氧 


谷 氨 酸 脱氧 酶 和 a- 酮 戊 二 酸 


NADH 


加 氧 


甲酸 脱氧 酶 和 甲酸 


NADP- 


脱氧 


谷 氨 酸 脱氧 酶 和 a- 酮 戊 二 酸 


NADPH 


加 氧 


葡萄 糖 脱 氨 酶 和 葡萄 糖 


ATP 


磷 酰 基 转移 


乙酸 激酶 和 乙酰 磷酸 


糖 核 音 酸 


糖 基 转移 


细菌 耦 联 


辅酶 A 


酰基 转移 


磷酸 酰基 转移 酶 和 酰基 础 酸 酯 


PAPS 


磺 酰 基 转移 


芳 基础 基 转 移 酶 VV 和 硝 基 茶 硫 酸 盐 


S- 腺 苷 甲 硫 氨 酸 


甲 基 转移 


尚 无 实例 


黄 素 


氧化 


自我 再 生 


磷酸 吡 哆 醛 


氨基 转移 


自我 再 生 


生物 素 


着 化 


自我 再 生 


金属 中 啉 复合 物 


过 氧化 ,氧化 


自我 再 生 


目前 ， 辅 助 因子 再 生 的 研究 和 应 用 主要 集中 在 烟 酰 胺 类 辅助 因子 (NAD (P) H) 、ATP、 
糖 核 并 酸 和 3'- 磷 酸 腺 苷 5 -磷酸 硫酸 (PAPS) 等 。NAD (P) H 和 ATP 是 两 个 最 重要 的 辅 
助 因 子 。 尤 其 是 前 者 ， 它 所 参与 的 反应 约 占 待 开发 酶 促 反应 工艺 的 40% 。 

1. 再 生 的 评价 方法 ”辅助 因子 再 生 系统 的 效率 通常 用 辅助 因子 的 转换 数 (turnover num- 
ber，TN) ， 即 单位 时 间 内 每 摩尔 辅酶 所 能 得 到 的 目的 产物 的 摩尔 数 和 总 转换 数 (total turn- 
over number，TTN) ， 即 每 摩尔 辅酶 所 能 得 到 的 目的 产物 的 摩尔 数 衡量 。 通 常 认为 TTN 达到 
10? ~ 105 的 生物 转化 工艺 在 经 济 上 可 行 。 再 生体 系 的 效率 还 可 由 再 生 酶 及 其 底 物 的 成 本 和 稳 
定性 、 产 物 分 离 的 难 易 程度 、 再 生 酶 的 动力 学 参数 (K,,。、K,,) 、 热 力学 参数 等 来 综合 评价 。 

2. 烟 酰 胺 类 辅助 因子 的 再 生 “” 其 基本 原理 是 氧化 态 辅 酶 和 还 原 态 辅酶 通过 加 氧 或 脱氧 
的 氧化 还 原 反 应 相互 转化 。 一 些 化 学 试剂 (如 吟 嗪 甲 基 硫酸 盐 、 吟 嗪 乙 基 硫酸 盐 等 ) 曾 用 
于 NAD* 和 NADH 的 再 生 , 将 NADH 氧化 为 NAD* ， 但 化 学 法 再 生 缺 乏 特 异性 ， 辅 酶 容易 被 
钝 化 ， 化 学 试剂 污染 产物 使 分 离 困难 ， 尤 其 是 对 酶 促 反 应 所 要 求 的 特殊 条 件 难 以 满足 ， 反 应 
介质 严重 影响 酶 的 稳定 性 ， 已 很 少 有 人 研究 。 常 用 的 再 生 方 法 包括 以 下 几 类 。 

1) 电化 学 法 : 通过 电极 的 电子 传递 直接 再 生 辅助 因子 ， 其 反应 原理 为 : NAD* +H* + 
2e = NADH (图 2-30) 。 其 优点 是 只 用 电极 而 不 需要 加 入 任何 试剂 ， 但 电化 学 法 缺乏 特异 性 ， 
反应 速度 低 ， 需 要 高 电压 才能 直接 氧化 或 还 原 辅助 因子 ,而且 电 极 易 沉积 污垢 ， 辅 助 因 子 易 
聚合 为 无 活性 二 聚 体 以 及 电极 远 处 的 酶 无 法 发 挥 催化 活力 。 通 过 电极 表面 改 性 和 新 电子 介质 
可 以 改善 这 些 不 足 ， 如 利用 吟 嗪 硫酸 二 甲 酯 (phenazinemethosulphate，PMS) 作为 NADH 电 
化 学 氧化 的 介质 具有 最 高 的 速率 常数 ， 并 且 具 有 可 以 通过 吸附 牢固 地 固定 在 石墨 电极 表面 的 
性 质 。 用 戊 二 醛 将 葡萄 糖 6- 磷 酸 脱氧 酶 固定 在 用 PMS 修饰 的 旋转 石墨 电极 上 ， 通 过 电化 学 
反应 和 酶 反应 可 以 有 效 地 进行 NAD 循环 ， 将 葡萄 糖 -6- 磷 酸 转 变 为 6- 磷 酸 葡 萄 糖 酸 。 

新 电子 介质 应 用 举例 : 刍 化 合 物 [Cp (Me);Rh (bpy) C1] 作为 电子 介 体 ， 鱼 化 合 物 能 
在 较 宽 pH 和 温度 范围 保持 稳定 和 活性 ， 电 子 介质 和 NAD? 的 反应 不 需要 酶 催化 ; 基于 钉 
( 卫 ) 和 刍 〈 亚 ) 有 机 金属 化 合 物 的 系统 ， 可 直接 将 氢气 和 烟 碱 类 辅助 因子 耦 联 再 生 。 
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人 
酶 2 
ZA 2 
(b) 
© MEDox CQO\ NAD: (A 谍 物 
i 酶 1 酶 2 
MEDRED 2 A 区 时 产物 


图 2-30 电化 学 法 直接 法 (a) 和 间接 法 (b) 辅酶 再 生 循环 
MEDox 和 MEDnrp 分 别 代表 氧化 态 和 还 原 态 的 电子 介质 


2) 光化学 法 : 光化学 还 原 再 生 辅 助 因 子 系统 包括 光敏 剂 、 电 子 载体 、 电 子供 体 和 酶 。 
反应 系统 比较 复杂 ， 而 且 阳 光 是 一 种 漫 射 能 源 ， 光 子 驱动 和 伴生 的 热效应 在 实际 应 用 将 产生 
相当 大 的 困难 。 另 外 ， 可 用 的 光 催 化 剂 也 很 有 限 ， 在 这 种 NAD(P)*/ZNAD(P)H 再 生 系统 中 
使 用 的 光 催化 剂 也 受到 一 定 的 限制 。 虽 然 它们 可 以 直接 大 量 地 廉价 合成 ， 但 是 ， 有 些 能 够 被 
光化学 降解 或 受到 光 腐 蚀 而 产生 有 毒物 质 如 硫化 包 。 

图 2-31 展示 了 铁 氧化 还 原 蛋白 - NADP* 还 原 酶 (FDR)、 人 工 电子 受 体 (Mv** ) 和 光 
人 敏 剂 Ru (bpy)2'* 参 与 的 NAD (P) H 光化学 还 原 再 生 过 程 。 以 大 于 400nm 的 可 见 光照 射 光 
人 敏 剂 Ru (bpy)2* 形成 激发 态 * Ru (bpy)3* ， 后 者 向 人 工 电子 受 体 甲 基 紫 精 (Mv”! ) 转移 电 
子 形成 还 原 态 Mv* ，Mv !* 在 FDR 作用 下 还 原 NADP* ， 被 氧化 的 光敏 剂 再 被 牺牲 性 电子 供 体 
(NH )3EDTA 还 原 成 有 活性 的 还 原 态 ， 产 生 的 NADPH 总 量 与 生成 的 Mv* 相等 。 


hv 


A EDTA Ru(bpy) ”一 ~ “Ru(bpy)3” AR Mv’* NADPH 
\ 
分 解 产物 
EDTA - 和 Rubpy)” Mw - NADP+ 


图 2-31 FDR、 人 工 电子 受 体 ( Mv?* ) 和 光敏 剂 Ru (bpy)3* 参与 的 
NAD(P)H 光化学 还 原 再 生 


光化学 再 生 的 另外 一 种 方法 是 需要 利用 整合 半导体 光 催化 剂 的 生物 材料 。 如 图 2-32 所 
示 ， 光 激活 半导体 产生 一 个 电子 空 闪 对 ， 导 电 带 为 还 原 NAD * 提供 电子 源 ， 而 价 电子 带 孔 穴 
能 氧化 可 溶性 电子 供 体 。 在 电子 供 体 (如 甲酸 盐 ) 存在 的 情况 下 ， 半 导体 上 光 致 还 原 可 溶 
性 电子 载体 Mv** ， 然 后 用 硫 辛 酰胺 脱 氢 酶 (LipDH) 再 生 NADH。 若 将 依赖 NAD 的 酶 直接 
固定 在 半导体 上 ， 则 没有 任何 电子 载体 也 能 实现 NADH 再 生 。 

3) 酶 法 辅酶 再 生 : 指 利用 酶 促 反 应 实现 辅酶 的 再 生 。 通 常 由 合成 体系 和 再 生体 系 两 部 
分 组 成 (图 2-33 ) 。 合 成 体系 用 来 制备 目的 产物 ， 再 生体 系 则 用 于 辅酶 再 生 。 再 生 中 用 得 最 
多 的 酶 是 脱氧 酶 ， 其 次 是 氧化 酶 等 。 酶 法 再 生 的 优点 是 反应 速率 快 ， 选 择 性 高 ， 再 生体 系 与 
合成 体系 兼容 性 好 ， 过 程 易于 监控 ， 尤 其 适合 于 NAD (P) :转化 为 NAD (P) H 的 反应 。 此 
类 再 生 系统 与 需要 相应 辅助 因子 的 氧化 还 原 酶 促 反 应 耦 联 即 可 构成 烟 酰胺 辅助 因子 循环 再 生 
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NADH 


分 解 产 物 


2-32 ”CdS- 氨 化 酶 和 牺牲 电子 供 体 构成 了 


NADH 光化学 再 生 系统 
再 生产 物 NAD(P) 底 物 
氧化 态 或 还 原 态 
再 生 底 物 NAD(P) 目的 产物 
还 原 态 或 氧化 态 
\ De ~ / 
再 生体 系 合成 体系 


2-33 ” 酶 看 联 的 辅酶 再 生体 系 


体系 ， 用 于 生物 合成 。 

(1) 还 原型 的 辅酶 的 再 生 ， 用 酶 法 再 生还 原 态 的 辅酶 目前 所 采用 的 再 生 酶 包括 甲酸 脱氧 酶 
(FDH) 、 葡 萄 糖 脱氧 酶 (GDH) 、 醇 脱 氢 梅 和 氧化 酶 等 。 各 种 酶 的 用 途 、 反 应 及 优点 、 缺 点 如 表 
2-11 所 示 ， 其 中 尤 以 FDH 应 用 最 广 ， 但 是 一 般 情 况 下 只 能 对 NADH 进行 再 生 。ADH 由 于 价格 
低廉 且 种 类 繁多 也 常用 于 还 原型 辅酶 的 再 生 。 醇 /ADH 再 生体 系 应 用 范围 广 ， 除 了 能 再 生 
NADH， 对 NADPH 也 具有 再 生 能 力 。 乙 醇 是 常用 的 还 原 剂 , 在 ADH 的 作用 下 转化 为 乙 醛 ， 同 
时 将 NAD(P) 还原， 产物 分 离 比较 容易 ， 常 采用 氮气 吹 扫 除去 生成 的 乙 醛 避免 其 引起 酶 失 活 。 

表 2-11 还 原 态 辅酶 再 生 的 常见 酶 系 

酶 用 途 反 应 优 点 ) 

甲酸 脱氧 酶 甲酸 和 C0, 无 毒 易 去 除 , | 酶 成 本 高 ,活力 低 ， 


NADH 再 生 | 甲酸 生成 CO， 


(FDH) 已 有 商业 化 产品 不 能 对 NADPH 再 生 


葡萄 糖 脱氧 |NAD (P) H | 氧化 葡萄 糖 为 葡萄 糖 内 | 稳定 性 好 ， 对 NAD(P)! | 价格 昂贵 ,产物 分 离 
酶 (GDH) | 再 生 酯 ， 自 发 转变 为 葡萄 糖 酸 | 均 有 很 高 的 比 活力 困难 


活力 低 ， 乙 醇和 乙醚 
若 不 及 时 去 除 会 抑制 
酶 活力 

分 子 氧 直接 氧化 NAD* 转 | 还原 能 力 强 ， 对 酶 和 辅酶 | 稳定 性 差 ， 对 氧 敏 感 ， 
化 为 NADH 无 毒 ， 无 副 产 物 无 商业 化 产品 


价格 适中 ， 乙 醇和 乙 醛 具 
挥发 性 易于 去 除 


醇 脱 氧 酶 INAD(P)H 


pp 氧化 乙醇 生成 乙 本 


氢化 酶 NADH 再 生 
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亚 磷酸 脱氧 酶 (PITDH) 是 近年 来 新 发 现 的 一 种 酶 ， 在 利用 PTDH 再 生 NAD(P)H 的 过 
程 中 ， 亚 磷酸 转化 为 磷酸 (图 2-34) 。 此 再 生 方 法 由 于 具有 成 本 低 、 对 酶 的 活力 影响 小 、 适 
宜 pH 范围 广 等 优势 ， 越 来 越 受到 学 者 们 的 重视 。 


合成 系统 再 生 系统 
反应 物 NADH 磷酸 盐 
合成 酶 PtxD 
产物 NAD+ 亚 磷酸 款 


图 2-34 亚 磷酸 脱 氢 酶 催化 的 辅酶 再 生体 系 


(2) 氧化 态 辅 酶 的 再 生 : 酶 法 再 生 氧化 态 辅酶 常 采用 酶 耦 联 再 生 方 法 ， 一 般 常用 的 底 
物 和 酶 组 合 为 ， w- 酮 成 二 酸 和 谷 氮 酸 盐 脱 氧 酶 ， 丙 酮 酸 和 乳酸 脱氧 酶 ， 乙 醛 和 酵母 乙醇 脱氧 
酶 或 者 NADH 氧化 酶 。 其 中 ，NADH 氧化 酶 是 极 具 潜 力 的 氧化 态 辅酶 再 生体 系 之 一 ， 在 实 
际 应 用 中 ， 依 赖 NAD * 的 尺 型 特异 乙醇 脱氧 酶 (ADH) 可 以 在 RR，5S-1- 茶 基 乙 醇 中 让 RR 型 对 
映 体 完全 氧化 ， 从 而 生产 纯 的 5 对 映 体 ，NADH 氧化 酶 与 此 过 程 耦合 ， 为 ADH 提供 再 生 
NAD * 。 此 外 ， 研 究 者 也 在 开发 用 于 氧化 态 辅 酶 的 再 生 的 新 酶 。 例 如 铁 氧 还 原 蛋 白 NADP 
还 原 酶 (FNR) 能 够 催化 NADPH 氧化 再 生 NADP+ 。 

氧化 态 辅酶 NAD(P) :在 溶液 中 比 还 原 态 辅酶 稳定 ， 但 利用 脱氧 酶 再 生 NAD(P) * 却 比 
再 生 NAD (P) H 困难 得 多 ,研究 得 也 较 少 ， 迄 今 为 止 ， 尚 无 工业 化 的 方法 , 但 NAD (P) 
的 再 生 却 在 制备 某 些 普通 合成 很 难得 到 的 手 性 酮 时 极为 重要 。 目 前 常用 来 再 生 NAD (P)? 
的 脱氧 酶 有 谷 氮 酸 脱氧 酶 (CluDH) 、 乳 酸 脱氧 酶 (LDH) 、 醇 脱氧 酶 (ADH) ， 分 别 以 a- 酮 
戊 二 酸 (a-ketoglutarate) 、 丙 酮 酸 (pyruvate) 、 乙 醛 (aldehyde) 为 氧化 剂 。a- 酮 成 二 酸 / 谷 
氮 酸 脱氧 酶 体系 被 认为 是 这 几 种 方法 中 较 好 的 ， 这 是 因为 wx- 酮 成 二 酸 / 谷 氨 酸 脱 氧 酶 具有 很 
高 的 氧化 电势 ， 而 且 a- 酮 戊 二 酸 和 谷 氨 酸 脱氧 酶 价格 低 ， 稳 定性 好 ， 对 酶 的 活力 没有 影响 。 

除 脱 氧 酶 外 ， 其 他 氧化 还 原 酶 亦 可 以 用 于 辅酶 再 生 。 各 种 酶 的 用 途 、 反 应 及 优 缺 点 如 
表 2-12 所 示 。 


表 2-12 ”氧化 态 辅酶 再 生 的 常见 酶 体系 
用 疾 有 反 应 优点 候 点 
NAD (P) ;| 和 现 皮 一 酸 还 原生 成 从 | 党 用 的 再 生体 系 ,可 以 结 | 
再 生 -责成 二 酸 还 原生 成 w 氨 | 合生 产 有 用 的 六 物 a 氨基 酶 成 本 高 
基 已 二 酸 要 


氧化 还 原 能 力 低 , 不 


NAD'! 再生 “| 丙酮 酸 还 原生 成 万 乳酸 | 酶 比 活力 高 ， 酶 源 廉价 能 再 生 NADP* 


酶 易 失 活 ， 乙 醇和 乙 


价格 适中 ， 乙 醇和 乙 醛 具 | 辐 儿 直 允 
NAD*+ 再生 | 乙 醛 还 原生 成 乙醇 i ee 本 着 不 及 时 去 除 会 折 


与 氧 反应 生成 水 或 过 氧 | 副 产物 为 水 时 对 反应 无 | 巨商 兴 华 廊 部 各 和 入 


化 气 六 呈 过 氧化 氢 醒 


生物 反应 工程 原理 


4) 利用 整个 生物 细胞 : 生物 细胞 中 含有 多 种 酶 和 辅酶 ， 利 用 整个 细胞 作为 催化 剂 可 进 
行 化 合 物 的 合成 。 若 在 反应 中 加 入 含 碳化 合 物 作为 能 源 ， 可 将 细胞 中 的 辅酶 再 生 。 体 系 中 ， 
辅酶 再 生 和 产物 合成 均 在 细胞 内 部 进行 ， 底 物 必须 通过 细胞 膜 到 达 细 胞 内 部 与 酶 结合 ， 所 生 
成 的 产物 也 需 从 细胞 扩散 到 溶液 中 ， 反 应 受 扩散 阻力 的 影响 。 这 种 方法 比较 简单 ， 采 用 廉价 
的 糖 类 化 合 物 作为 能 源 因 而 成 本 较 低 ， 目 前 也 已 实现 工业 化 ,但 此 法 存在 的 困难 是 : 四 酶 活 
力 弱 ; @ 底 物 和 产物 必须 具有 渗透 性 才能 够 穿 过 细胞 膜 ; @) 底 物 或 产物 可 能 会 对 细胞 生长 产 
生 抑 制作 用 ; 四 细胞 对 底 物 或 产物 的 降解 ; 名 反应 混合 物 的 分 离 和 纯化 。 

酶 法 再 生体 系 应 用 到 微生物 细胞 内 ， 从 而 达到 人 们 需要 的 生物 转化 要 求 。 辅 酶 再 生 领域 
的 典型 的 例子 就 是 贝克 酵母 。 贝 克 醇 母 是 第 一 个 用 于 生产 手 性 还 原 痰 基 化 合 物 的 微生物 ， 它 
作用 的 底 物 范围 广 ， 在 很 多 情况 下 具有 好 的 或 者 高 的 对 映 和 非 对 映 异 构 选择 性 。 在 贝克 酵母 
为 媒介 的 还 原 反 应 中 ，NAD(P)H 作为 质子 供 体 在 细胞 内 从 其 对 应 的 氧化 形式 连续 再 生 。 

通过 代谢 调控 改变 细胞 内 辅酶 的 再 生 途 径 ， 能 够 改变 细胞 的 代谢 功能 和 氧化 还 原 酶 生物 
催化 的 产品 构成 。 例 如 构建 NADH 氧化 酶 过 量 表达 的 Lociococcus lactis 菌株 ， 获 得 的 NADH 
氧化 酶 能 够 将 NADH 氧化 为 NAD* 。 在 基因 工程 菌株 L /aciis 细胞 中 过 量 表达 150 倍 原始 菌 
株 的 NADH 氧化 酶 ， 降 低 了 细胞 内 NADHPZNAD + 的 比率 ， 从 而 使 葡萄 糖 在 耗 氧 分 解 代 谢 过 
程 中 从 单一 的 乳酸 发 酵 转 变 为 混合 酸 发 酵 。 

3. 其 他 辅助 因子 再 生 实 例 

1) ATP/ZNTP 再 生 : 磷 酰 基 转 移 的 酶 促 反 应 一 般 都 需 三 磷酸 核 背 酸 (NTP) 参与 ，ATP 
最 为 常用 。NTP 价格 昂贵 ， 所 以 发 展 经 济 有 效 的 ATP/NTP 再 生 系 统 对 于 许多 生物 活性 化 合 
物 的 合成 必 不 可 少 。 现 有 的 方法 都 是 利用 耦 联 酶 反应 。 常 用 的 酶 有 3 种 : 酯 酸 激酶 、 丙 酮 酸 
激酶 和 多 磷酸 激酶 (PPK) 。 用 酵母 菌 、 产 氮 棒 杆菌 或 产 氨 短 杆 菌 进 行 全 细胞 ATP 再 生 已 有 
报道 (图 2-35 ) 。 

-| 葡萄 精 --------------------------- 产 物 


X. ADP x. | ~ ADP | 
Co, x 
~ ATP F201 ATP | 


图 2-35 全 细胞 ATP 再 生 示意 图 
(a) 酵母 菌 ;，(b) 产 氨 棒 杆菌 


ATP 再 生 的 男 一 个 途径 是 利用 多 聚 磷酸 盐 [ poly(P) ]， 由 AMP 再 生 ATP。 多 上 聚 磷 酸 盐 
是 正 磷酸 盐 的 线性 聚合 体 ， 含 有 高 能 磷酸 键 ， 稳 定性 高 ， 价 格 低 。ATP 再 生 系 统 包 括 
poly (P) 、AMP 磷酸 转移 酶 (PAP) 和 腺 苷 酸 激酶 (AdK) 。 它 已 成 功用 于 已 糖 激酶 合成 葡 
萄 糖 -6- 磷 酸 ; 同时 使 用 黄色 黏 球菌 (Myxococcusxanthus) 的 PAP 和 大 肠 杆 菌 重组 PPK， 从 
AMP 和 poly (P) 再 生 ATP。 通 过 与 乙酰 辅酶 A 合成 酶 耦合 ， 已 成 功用 于 乙酰 辅酶 A 合成 ， 
系统 添加 无 机 焦 磷酸 酶 可 减轻 PPi 的 抑制 作用 ， 并 提供 额外 的 推动 力 ， 如 图 2-36 所 示 。 

2) 糖 核 背 酸 再 生 : 具有 高 度 区 域 和 立体 选择 性 的 糖 基 转 移 酶 在 大 规模 制备 守 糖 中 具有 
重要 价值 。 然 而 糖 基 转移 酶 需要 糖 核 背 酸 作 为 辅助 因子 ， 也 需要 原 位 再 生 。 窒 糖 生物 合成 中 
涉及 多 种 糖 基 转 移 酶 ， 但 糖 核 背 酸 在 哺乳 动物 中 只 涉及 9 种 : UDP-Gle、UDP-Gal、UDP- 
GleUA、 CMP-NeuAc、 GDP-Man、 GDP-Fuc、 UDP-GleNAc、ADP-Xyl 和 UDP-GalNAc。 
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poly(P)， poly(P)，， 


PPK PAP 
poly(P),, poly(P)， 


ATP AMP+PPi PPus, yp, 
乙酸 其 +CoA > 乙酰 CoA 
乙酰 CoA 合 成 酶 


图 2-36 ”PAP-PPK-ATP 再 生 系统 与 乙酰 辅酶 A 合成 酶 
及 无 机 焦 磷 酸 酶 催化 反应 耦 联 


糖 核 苷 酸 再 生 方法 中 最 引 人 注 目的 是 细菌 耦 联 法 。 例 如 ， 从 乳 清 酸 生 成 UTP 的 产 氮 棒 杆 
菌 与 表达 糖 核 苷 酸 合成 酶 的 重组 大 肠 杆菌 之 间 的 细菌 耦 联 (图 2-37)。 这 种 方法 已 成 功 应 用 于 
糖 核 背 酸 生 产 ， 包 括 CMP-NeuAc、DP-GlecNAc 和 GDP-Fuc; 通过 联合 产 氮 棒 杆 菌 和 两 种 重组 
大 肠 杆菌 可 以 得 到 CMP-NeuAc。 这 两 种 重组 菌株 分 别 表 达 CTP 合 酶 (转化 UTP 到 CTP) 和 
CMP-NeuAc 合 酶 (转化 NeuAc 和 CTP 成 为 CMP-NeuAc)。CMP-NeuAc 或 GDP-Fuc 再 生 系统 
与 糖 基 转 移 酶 重组 大 肠 杆菌 相 耦 联 ， 就 可 以 大 规模 生产 唾液 酸 三 糖 、 球 形 三 糖 和 Lewis X 等 
重要 寡 糖 。 同 样 的 方法 也 可 以 用 来 生产 NeuAc。 


SY 重组 Ecoli#2 
NeuAc a ~ 
7 ， L 
1 We 一 CMRNeuaal 
Se CTP 2 
重组 E.coli#1 { CTP ba a-2.3- 咕 液 酸 重组 E.coli#3 
2 、、 八 转移 栈 
7 CMP 3 唾液 酸 乳 糖 
| | a 1 
! UDP 
乳 清 酸 一 一 ~UMP 
产 氨 棒 杆菌 


图 2-37 CMP-NeuAc 再 生体 系 


细菌 耦 联 法 是 一 种 较 经 济 的 糖 核 苷 酸 再 生 方法 。 但 由 于 过 程 中 同时 使 用 多 种 菌株 ， 菌 株 
间 中 间 产 物 的 运输 和 同时 维持 不 同 菌株 生长 都 可 能 给 实际 应 用 带 来 困难 。 新 方法 只 采用 一 种 
同时 含有 糖 核 背 酸 再 生 和 守 糖 合成 所 需 的 全 部 酶 的 超级 重组 菌 (superbug) 将 其 用 于 CMP- 
NeuAc 再 生 。 

3) PAPS 再 生 : 辅助 因子 3'- 磷 酸 腺 并 -5'- 磷 酸 硫酸 (PAPS) 是 生物 系统 内 通用 的 硫酸 
盐 供 体 。 磺 基 转 移 酶 催化 合成 一 些 重要 糖 和 糖 肽 硫酸 盐 反应 中 都 需要 PAPS 参与 。 由 于 
PAPS 价格 昂贵 、 不 稳定 以 及 在 应 用 时 容易 受 产 物 抑制 影响 ， 相 关 生 产 应 用 中 需 对 PAPS 进 
行 原 位 再 生 。 最 早 的 PAPS 酶 法 再 生 是 一 个 复杂 多 酶 体系 ， 它 由 ATP 硫酸 化 酶 、APS 激酶 、 
3"- 核 芽 酸 酶 、 肌 酸 激酶 和 丙酮 酸 激酶 组 成 。 它 模仿 天 然 的 代谢 循环 过 程 ， 硫 酸 盐 先 转移 形 
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成 ATP，ATP 再 被 ATP 硫酸 化 酶 和 APS 激酶 转化 为 PAPS。 最 近 出 现 了 一 种 PAPS 的 单 酶 再 
生 系 统 ， 如 图 2-38 所 示 。 这 种 方法 使 用 重组 的 鼠 肝 芳 基 磺 基 转 移 酶 六， 并 用 产 硝 基 茶 酚 硫 
酸 酯 盐 (p-nitrophenyl sulfate) 作为 硫酸 盐 供 体 。 它 被 认为 是 目前 制备 硫酸 糖 (carbohydrate 
sulfate) 的 最 有 效 方法 。 


- 硫酸 化 产物 
磺 基 转移 酶 
NH 
NH: NN 
PAPS 上 Wi 0 ly 
| Y 一 0 一 P 一 0 NN 
i J | Oo 
o=$ 一 0 个 上 
了 oO OH 
9 OH 0=b—o- 
| 
Ol 磺 基 转移 酶 O- 
on 人 -on oN-A 信 o-i=o 
0 


2-38 重组 的 鼠 肝 芳 基 础 基 转 移 酶 和 p- 硝 基 茶 酚 硫 酸 酯 盐 构 成 的 PAPS 单 酶 再 生 系统 


4. 辅酶 再 生 研 究 的 发 展 方向 ”有效 的 辅酶 再 生 系统 必须 包括 两 个 方面 : 氧化 还 原 力 的 
供给 以 及 它们 的 有 效 传递 。 从 氧化 还 原 力 供给 来 看 ， 酶 学 方法 是 通过 第 二 底 物 P 酶 或 者 第 
二 底 物 P 第 二 酶 系统 来 为 辅酶 再 生 提 供 氧 化 还 原 力 的 ， 其 重点 在 于 选择 高 效 、 低 廉 的 第 二 
底 物 和 第 二 酶 ， 且 对 系统 没有 影响 和 有 利于 产物 分 离 。 从 氧化 还 原 力 的 传递 来 看 ， 电 化 学 方 
法 最 需要 解决 的 关键 问题 就 是 构建 高 效 的 电子 传递 链 ， 实 现 氧 化 还 原 力 的 不 断 转移 。 酶 法 中 
自由 酶 方法 基本 不 存在 传递 阻力 ， 但 是 需要 通过 酶 的 固定 化 或 者 膜 反应 器 使 酶 限制 在 体系 内 ， 
使 氧化 还 原 力 的 利用 效率 更 高 。 而 对 于 整体 细胞 的 方法 ， 氧 化 还 原 力 的 传递 问题 是 它 自身 的 缺 
陷 ， 但 由 于 其 价格 低廉 以 及 对 一 些 特殊 反应 的 适应 性 ， 它 也 是 辅酶 再 生 的 重要 应 用 方法 。 

除了 常规 的 辅酶 再 生 系统 ， 研 究 人 员 还 在 不 断 探索 效率 更 高 、 功 能 更 集成 的 辅酶 再 生 方 
法 。 例 如 ， 和 辅酶 的 再 生 循环 还 可 以 通过 在 同一 种 蛋白 质 内 表达 两 种 酶 活力 来 实现 ， 形 成 复合 
功能 的 融合 酶 。 此 外 ， 对 于 微生物 转化 体系 ， 辅 酶 往往 处 于 一 种 精细 的 平衡 状态 ， 仅 仅 依 靠 
单一 细胞 内 再 生 途 径 的 改造 、 强 化 无 法 实现 大 量 再 生 ， 这 就 需要 借助 于 其 他 细胞 产生 辅酶 的 
体系 。 日 本 协和 发 酵 株式 会 社 开 发 了 通过 高 产 ATP 和 消耗 ATP 的 两 种 不 同体 眠 细胞 之 间 的 
合 实现 ATP 再 生 的 技术 , 已 在 GTP 的 工业 化 生产 上 取得 成 功 。 


2.7” 酶 反应 工程 应 用 
1. 酶 反应 工程 在 化 工 领域 中 的 应 用 “人 们 已 经 开始 利用 酶 催化 反应 来 生产 很 多 化 工 产 


品 ， 如 衣 康 酸 、 柠 榜 酸 等 有 机 酸 以 及 丙烯 酰胺 、 长 链 二 元 酸 、1, 3- 丙 二 醇 、 聚 羟基 丁 酸 酯 等 
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化 工 单 体 或 聚合 物 。 

以 1,3- 丙 二 醇 为 例 ， 它 是 一 种 重要 的 化 工 原料 ， 主 要 用 途 为 可 提高 产品 的 性 能 ， 能 作为 医 
药 和 有 机 合成 的 中 间 体 ; 作为 单 体 用 于 合成 聚 酯 、 聚 氨 酯 ， 以 1, 3- 丙 二 醇 为 单 体 生产 的 聚 对 
葵 二 甲酸 两 二 酯 (PIT) 是 一 种 新 型 聚 酯 材料 ， 具 有 易 染 色 、 弹 性 好 、 和 柔软 性 优良 、 悬 垂 性 
好 、 低 静电 、 可 生物 降解 等 优点 ， 国 外 已 把 PTT 列 为 21 世纪 的 新 型 纤维 材料 之 一 。 微 生物 
可 以 利用 甘油 脱水 酶 在 辅酶 B, 存 在 下 将 甘油 转化 为 中 间 产 物 3- 羟 基 丙 醋 ， 然 后 在 NADH 存 
在 下 , 在 1,3-PD 氧化 还 原 酶 催化 下 生成 1, 3- 两 二 醇 。 通 过 对 1, 3- 丙 二 醇 生物 法 合成 途径 的 
反应 进行 调控 ， 可 以 大 大 提高 1, 3- 丙 二 醇 的 产量 和 生产 效率 。2003 年 杜邦 公司 因 开发 的 基因 工 
程 菌 利用 可 再 生 和 葡萄 糖 合 成 1,3- 两 二 醇 获 得 了 美国 总 统 绿色 化 学 奖 ( www. cen-online. com， 
June，24，2003) 。 由 DuPont 、Tate&lyle 和 Genencor 公司 联合 建立 的 年 产 大 约 45000kg 的 中 
试 发 酵 装 置 已 投入 和 运转， 该 装置 以 湿 玉 米 为 原料 ， 利 用 基因 工程 菌 生产 1,3- 丙 二 醇 。 

丙烯 酰胺 是 重要 的 有 机 化 工 原料 ， 其 均 聚 物 和 各 种 共聚 物 统称 聚 丙 烯 酰胺 (PAM) ， 绝 大 
部 分 的 丙烯 酰胺 都 用 来 制造 聚 丙烯 酰胺 。PAM 最 有 价值 的 性 能 是 相对 分 子 质量 很 高 (10” ~ 
10" ) ， 水 溶性 强 ， 可 以 制作 出 亲 水 而 水 不 溶性 的 凝 胶 ， 可 以 引进 各 种 离子 基 团 并 调节 相对 分 
子 质量 以 得 到 特定 的 性 能 ， 对 许多 固体 表面 和 溶解 物质 有 良好 的 黏附 力 。 微 生物 催化 水 合法 
技术 是 国内 外 近年 来 发 展 较 快 的 技术 ， 利 用 情 水 合 酶 催化 丙烯 酰胺 的 合成 。 经 过 一 系列 的 菌 
种 选 育 及 培养 条 件 的 研究 ， 膊 水 合 酶 的 合成 速率 大 大 提高 并 抑制 了 酰胺 酶 的 合成 ， 使 膊 水 合 
酶 酶 活力 达到 了 363U。1985 年 ， 日 本 日 东 化 学 公司 在 横滨 利用 山田 实验 室 的 成 果 ， 建 设 世 
界 上 第 一 个 利用 微生物 年 生产 4000 吨 丙 烯 酰胺 的 工业 性 实验 装置 。 第 二 代 工 业 化 菌 种 用 于 
日 东 化 工 的 生化 装置 后 ， 年 产量 达到 6000 吨 。1991 年 的 第 三 代 菌 种 Rhodococcus Rhodochrous 
用 (总 酶 活力 为 1630U) 使 该 生化 装置 年 产量 上 升 到 20000 吨 。 从 1985 年 日 本 建立 第 一 个 
工业 装置 算 起 ， 丙 烯 酰胺 的 生产 实现 了 质 的 飞 牙 ， 基 本 取代 了 传统 的 化 学 生产 方法 。 

2. 酶 反应 工程 在 医药 领域 中 的 应 用 

1) 手 性 化 合 物 的 认识 与 发 展 : 手 性 (chirality) 指 一 个 有 机 分 子 形成 两 种 空间 排 布 方式 
不 同 的 对 映 异 构 体 ， 互 成 镜像 ， 不 能 重合 。 光 学 纯 的 手 性 化 合 物 指 单一 对 映 异 构 体 的 手 性 化 
合 物 。 在 生物 体 中 ， 具 有 重要 生理 意义 的 活性 物质 大 多 数 都 具有 旋光 性 ， 并 仅 以 一 个 对 映 体 
存在 。 生 物 大 分 子 ， 如 和 蛋白质、 多 糖 、 核 酸 和 酶 等 ， 几 乎 都 是 手 性 的 。 生 物体 中 构成 蛋白 
质 的 氨基 酸 都 是 L- 构 型 天然 存 在 的 单 糖 则 多 为 D- 构 型 ， 生 物体 中 DNA 都 是 右手 螺旋 
结构 。 

药物 的 有 效 生 物 活性 也 与 手 性 立体 结构 密切 相关 。 经 过 多 年 对 许多 手 性 化 合 物 的 对 映 异 
构 体 的 深入 研究 ， 研 究 人 员 认 识 到 手 性 化 合 物 的 对 映 体 构 型 与 药 效 有 非常 重要 的 关系 ,许多 
手 性 药物 的 药理 和 生理 作用 多 与 体内 相应 靶 分 子 之 间 的 手 性 匹配 和 分 子 识别 能 力 有 关 。 一 般 
手 性 药物 只 有 其 中 一 个 对 映 体 具 有 生理 活性 。 含 手 性 结构 药物 的 2 个 对 映 体 ， 其 生物 活性 往 
往 存在 很 大 差异 ， 可 以 相差 数 十 倍 、 数 百倍 甚至 完全 相反 的 药理 作用 或 毒性 。 目 前 用 具有 对 
映 立 体 选择 性 的 脂肪 酶 作 催化 剂 ， 对 外 消 旋 药物 的 光学 拆 分 或 光学 活性 药物 的 合成 已 成 为 生 
物化 学 研发 的 重要 领域 。 例 如 R- 天 冬 酰 胺 有 甜 味 ， 而 天 然 的 S- 天 冬 酰 胺 则 是 苦 的 ; S- (+) 
2 香 芹 酮 有 苑 芝 的 香味 ， 而 其 R- 异 构 体 则 有 和 留 兰 香 的 香味 ; 尺 芝 炳 有 橘子 香味 ， 而 其 5- 异 构 
体 则 有 柠檬 香味 ; 左旋 抗坏血酸 ( 即 维生素 C) 可 用 于 治疗 坏 血 病 ， 而 其 右 旋 体 则 无 效 ; 六 
四 咪唑 是 驱 虫 剂 ，D- 四 咪唑 有 毒 又 不 能 驱 虫 ; 舞 毒 蛾 性 引诱 素 是 舞 毒 蛾 的 性 信息 素 ， 其 一 
种 对 映 异 构 体 在 极 稀 的 浓度 就 有 活性 ， 而 另 一 异 构 体 即使 在 极 高 的 浓度 也 无 活性 ; B- 受 体 阻 
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断 药 S- 普 蔡 洛 尔 (propranolol) 比 其 R- 异 构 体 的 活性 高 98 倍 ; 非 当 体 抗 炎 药 5- 茜 普 生 
(naproxen) 的 活性 比 其 R- 异 构 体 高 35 倍 。 表 2-13 列举 了 常见 的 手 性 药物 对 映 体 的 不 同 药 
理 作 用 。 
表 2-13 ” 手 性 药物 两 种 对 映 体 的 药理 作用 
药物 名 称 有 效 对 映 体 的 作用 另 一 种 对 映 体 的 作用 
普 蔡 洛 尔 ( propranolol) 5 构 型 ， 治 疗 心脏 病 ，B- 受 体 阻 断 药 RR 构 型 ， 钠 通道 阻 滞 药 
蔡 普 生 (neproxen) 5 构 型 ， 抗 炎 、 解 热 、 镇 痛 RR 构 型 ,疗效 很 弱 
青霉素 胺 (penicillamine) S 构 型 ， 抗 关节 炎 及 构 型 ， 突 变 剂 
羟基 茶 哌 嗪 (dropropizine) 5 构 型 ,镇 咳 R 构 型 ,有 神经 毒性 
沙 立 度 胺 ( thalidomide) 5 构 型 ,镇 静 药 R 构 型 致 畸 胎 
酮 基 布 洛 芬 ( ketoprofen) 5 构 型 ， 抗 炎 及 构 型 ， 防 治 牙 周 病 
喘 速 宁 (trtoquinol) 5S 构 型 ， 扩张 支气管 R 构 型 ， 抑制 血小板 凝集 
乙 胺 丁 醇 (ethambutol) 5 构 型 ， 抗 结核 病 及 构 型 ， 致 失明 
蔡 必 洛 尔 (kebivolol) 右 旋 体 ， 治 疗 高 血压 ，B- 受 体 阻 断 药 左旋 体 ， 舒张 血管 


1992 年 ， 美 国 FDA 明确 要 求 必须 说 明 具有 手 性 特性 的 化 学 药物 其 两 个 对 映 体 在 体内 的 
不 同 生理 活性 、 药 理 作用 以 及 药物 代谢 动力 学 情况 。 许 多 国家 和 地 区 也 都 制定 了 有 关 手 性 药 
物 的 政策 和 法 规 。 这 大 大 推动 了 手 性 药物 拆 分 的 研究 和 生产 应 用 。 一 半 以 上 的 药 用 化 合 物 都 
具有 不 止 一 个 手 性 中 心 ， 而 药 政 管理 部 门 规定 手 性 药物 对 映 体 的 纯度 要 大 于 99. 5% ， 除 生 
物 催化 外 ， 用 其 他 方法 要 得 到 大 于 95% 的 对 映 体 纯度 非常 困难 。 根 据 有 关机 构 调 查 ， 目 前 
提出 注册 申请 和 正在 开发 的 手 性 药物 中 ， 单 一 对 映 体 药物 占 绝 大 多 数 。 手 性 药物 已 成 为 国际 
新 药 研 究 与 开发 的 新 方向 之 一 。 与 此 同时 ， 手 性 问题 在 营养 保健 品 、 食 品 、 饲 料 添加 剂 、 农 
药 及 其 他 精细 化 学 的 领域 中 也 开始 受到 关注 和 重视 。 可 以 说 ， 以 单一 异 构 体 形式 产品 上 
市 是 手 性 药物 及 其 他 手 性 化 合 物 的 发 展 趋势 ， 这 也 是 生产 企业 和 科技 工作 者 面临 的 挑战 
和 机 遇 。 

2) 生物 催化 制备 手 性 药物 或 手 性 中 间 体 化 合 物 : 作为 生物 催化 剂 的 6 大 类 酶 ， 水 解 酶 
由 于 来 源 广 泛 、 无 需 辅 酶 或 辅助 因子 、 成 本 低廉 、 稳 定性 较 好 、 能 耐 受 的 底 物 浓度 较 高 ， 因 
此 应 用 面 最 广 ， 占 65% 左右 ， 其 缺点 是 水 解 酶 催化 的 反应 多 数 为 对 映 体 拆 分 理论 得 率 最 
高 只 有 50% ,需要 设法 将 不 需要 的 对 映 异 构 体 消 旋 后 重复 使 用 ; 其 次 是 氧化 还 原 酶 体系 ， 
约 占 25% ， 还 原 酶 能 催化 各 种 痰 基 的 不 对 称 还 原 反 应 ， 一 般 立 体 选 择 性 较 高 ， 而 且 理论 产 
率 可 达 100% ， 缺 点 是 酶 的 稳定 性 较 差 ， 一 般 不 能 耐 受 太 高 的 底 物 浓度 ， 而 且 辅 酶 再 生 比 较 
麻烦 ， 成 本 也 较 高 。 因 此 ， 经 常 使 用 廉价 的 细胞 作为 生物 催化 剂 。 随 着 基因 技术 的 推广 应 
用 ,使 得 氧化 还 原 酶 (包括 用 于 辅酶 再 生 的 酶 ) 的 表达 水 平 大 幅度 提高 ， 酶 的 相对 成 本 大 
幅度 下 降 ， 此 外 ， 随 着 各 种 膜 技 术 的 发 展 ， 使 得 产物 的 原 位 分 离 变 得 更 加 切实 可 行 ， 因 此 ， 
使 用 氧化 还 原 酶 系 进行 手 性 产品 不 对 称 合成 的 实例 逐渐 增多 ， 特 别 是 被 用 于 生产 一 些 批量 不 
大 、 附 加 值 较 高 的 手 性 药物 中 间 体 。 当 然 ， 氧 化 还 原 酶 也 可 用 于 外 消 旋 混合 物 的 去 消 旋 化 反 
应 ， 水 解 酶 催化 的 对 映 选择 性 反应 中 ， 通 过 与 金属 催化 的 原 位 消 旋 反 应 进行 耦合 ， 也 能 达到 
不 对 称 合成 的 理论 产 率 (100% ) 。 而 其 他 几 种 酶 (如 转移 酶 、 裂 解 酶 、 异 构 酶 、 连 接 酶 ) 
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在 医药 工业 上 的 利用 率 较 低 ， 总 共 不 到 10% 。 

(1) 水 解 酶 催化 对 映 选 择 性 合成 反应 : 微生物 脂肪 酶 在 水 解 反应 中 使 用 较 多 ， 最 为 常 
见 的 商品 酶 制剂 有 假 丝 酵母 脂肪 酶 (CRL) 、 假 单 胞 菌 属 脂肪 酶 (PSL) 、 南 极 假 丝 酵母 脂 
肪 酶 (CAL) 等 猪 胰 脂 肪 酶 (PPL) 、 猪 肝 酯 酶 (PLE) 或 马 肝 酯 酶 (HLE) 也 偶 有 报道 。 
一 些 和 蛋白 酶 同样 能 选择 性 水 解 羧 酸 酯 ， 使 用 较 多 的 有 a- 胰 凝 乳 蛋 白 酶 和 枯草 杆菌 蛋白 酶 ， 
其 他 还 有 胰 和 蛋白 酶 、 胃 和 蛋白酶 、 木 爪 蛋白 酶 等 。 此 外 ， 青 霉 素 本 化 酶 也 可 用 于 对 映 选 择 性 水 
解 手 性 的 羧 酸 酯 或 酰 胶 。 酯 酶 或 蛋白 酶 催化 的 手 性 底 物 酯 可 分 为 两 种 类 型 : 工 型 酯 为 手 性 羧 
酸 与 非 手 性 醇 构 成 的 酯 ; 开 型 酯 为 手 性 醇 与 非 手 性 羧 酸 构成 的 酯 。 无 论 是 哪 种 类 型 的 手 性 
酯 ， 都 要 求 手 性 中 心 尽 可 能 在 反应 位 点 的 附近 ， 酶 才能 显示 其 手 性 识别 的 能 力 。 因 此 ， 一 般 
的 酶 在 催化 拆 分 -取代 的 手 性 酸 或 手 性 仲 醇 时 ， 效 果 较 好 ， 而 在 拆 分 B- 取 代 的 手 性 酸 或 手 
性 伯 醇 时 ， 效 果 一 般 不 太 理想 。 为 了 提高 酶 反应 的 速度 ， 一 般 要 求 酯 的 非 手 性 醇 基 或 手 性 酸 
基部 分 尽 可 能 小 ， 并 且 最 好 带 有 吸 电 子 基 团 。 例 如 ， 工 型 酯 的 醇 基部 分 常 使 用 甲 基 、 乙 基 、 
甲 氧 基 甲 基 、 氰 甲 基 、 岗 乙 基 等 ， 而 工 型 酯 的 酰基 部 分 则 常 使 用 乙酰 基 、 丙 酰基 、 丁 酰基 及 
讽 代 乙酰 基 等 。 

(2) 非 水 介质 中 手 性 化 合 物 的 酶 促 拆 分 与 合成 反应 : 非 水 介质 中 酶 催化 反应 的 发 展 提 
供 了 一 种 合成 手 性 化 合 物 的 新 方法 。 脂 肪 水 解 酶 和 和 蛋白 水 解 酶 等 在 有 机 溶剂 中 对 某 些 手 性 化 
合 物 表现 出 高 度 的 立体 选择 性 ， 使 它们 在 手 性 化 合 物 的 拆 分 及 催化 合成 方面 显示 出 广阔 的 应 
用 前 景 。 用 外 消 旋 的 氨基 酸 或 酯 作为 酰基 供 体 ， 用 a- 胰 凝 乳 蛋 白 酶 和 木瓜 蛋白 酶 催化 合成 
了 一 系列 光 活 性 寡 肽 。 并 以 外 消 旋 的 葵 丙 氨 酸 甲 酯 及 丙 氨 酸 环 已 酯 作为 酰基 受 体 ， 在 嗜 热 杆 
菌 蛋白 酶 催化 作用 下 得 到 了 两 种 光 活 性 甜 二 肽 ， 利 用 酶 促 不 对 称 酰 化 作用 可 以 拆 分 消 旋 酰 基 
化 合 物 和 消 旋 醇 。 

(3) 微生物 或 酶 的 手 性 拆 分 : 微生物 或 酶 法 拆 分 已 经 广泛 使 用 。 用 水 解 酶 类 如 脂肪 酶 、 
酯 酶 、 和 蛋白 酶 、 酰 胺 酶 、 膊 水 合 酶 、 酰 化 酶 等 ， 对 外 消 旋 底 物 进行 不 对 称 水 解 或 合成 ， 使 其 
拆 分 以 得 到 手 性 化 合 物 。 例 如 ， 采 用 酰基 转移 酶 | (acylase 1 ) 拆 分 化 学 合成 的 消 旋 体 N- 
酰基 -氨基 酸 来 制 取 对 映 体 纯 D- 或 L- 构 型 氨基 酸 ， 在 氨基 酸 工 业 生 产 上 是 非常 重要 的 方法 。 

将 化 学 合成 的 九 ， 万 氨基 酸 乙 酰 化 后 ， 用 米 曲 霉 的 酰基 酶 水 解 拆 分 ， 可 得 到 三 氨基 酸 和 
D- 乙 酰 氨基 酸 。D- 异 构 体 可 经 消 旋 反复 利用 再 拆 分 ， 理 论 上 可 得 到 100% 的 单一 异 构 体 ， 用 
此 方法 也 可 获得 非 天 然 的 D- 氨 基 酸 (如 D- 丙 氨 酸 ，Pfizer 公司 人 工 甜 味 剂 alitame 的 成 分 ) 。 
这 是 比较 经 典 的 酶 法 拆 分 方法 ， 这 种 方法 几乎 适用 于 所 有 合成 法 生产 的 D, -氨基 酸 的 拆 
分 。 由 于 合成 D, L- 氨 基 酸 成 本 低 ， 不 少 工 揪 基 酸 可 以 用 酶 法 拆 分 制备 。 利 用 氨基 酰 化 酶 进 
行 乙酰 D, -氨基 酸 不 对 称 水 解 反 应 ,然后 再 利用 生成 的 工 氮 基 酸 与 N- 醚 化 -D- 氨 基 酸 的 溶 
解 度 之 差 进行 分 离 所 制 得 的 工 -氨基 酸 光 学 纯度 好 、 收 率 高 ,而且 D 型 组 分 很 容易 消 旋 化 。 
1955 年 这 种 方法 就 已 用 于 工业 生产 ，1969 年 日 本 制药 开始 采用 固定 化 酶 装置 连续 生产 。 固 
定 化 米 曲 霉 (hsploryzae) 产生 的 氨基 酰 化 酶 柱 非常 稳定 ( 酶 活力 下 降 时 可 补 加 酶 溶液 进行 
简单 的 再 生 ) ， 使 用 期 大 于 5 年 。 一 个 1000L 酶 柱 月 产量 10 ~32 吨 。 此 方法 适用 于 多 种 万 氮 
基 酸 的 生产 。 这 种 方法 曾 用 于 生产 三 丙 氨 酸 、 太 蛋氨酸、 六 - 色 氨 酸 、7- 纺 氮 酸 等 。 我 国 最 近 
报道 筛选 了 高 酶 活力 的 菌 种 ， 用 于 三 -蛋氨酸 的 生产 ， 并 较 好 地 解决 了 D- 乙 酰 蛋 氮 酸 的 消 旋 
问题 ， 可 望 实现 大 规模 工业 化 生产 。 

生物 催化 不 对 称 合成 用 酶 ， 主 要 是 微生物 酶 ， 如 氧化 还 原 酶 、 合 成 酶 、 裂 解 酶 、 水 解 
酶 、 羟 化 酶 、 环 氧化 酶 等 ， 直 接 将 前 体 化 合 物 不 对 称 合 成 或 转化 多 种 相应 的 手 性 醇 、 酮 、 
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醛 、 酸 、 酯 、 胺 衍生 物 ， 以 及 各 种 含 磷 、 硫 、 氮 及 金属 的 手 性 化 合 物 。 微 生物 酶 直接 合成 或 
转化 ， 很 多 情况 下 ， 可 将 非 手 性 或 手 性 前 体 100% 转化 成 手 性 目的 产物 。 和 省 体 化 合 物 微生物 
氧化 可 的 松 、Z- 天 冬 氨 酸 、Z- 丙 氨 酸 、LZ- 苹 果 酸 、L -酒石酸 、D- 对 羟 茶 甘氨酸 等 的 工业 化 都 
是 很 典型 的 例子 。 在 合成 中 引入 生物 催化 技术 已 越 来 越 受 到 重视 并 取得 了 许多 成 就 ， 也 展示 
了 手 性 化 合 物 制备 的 良好 前 景 。 固 定 化 细胞 方法 生产 L- 天 冬 氨 酸 是 比较 经 典 的 实例 ， 技 术 
已 经 比较 成 熟 。 大 肠 杆菌 (E. coli) 含有 大 量 的 天 冬 氨 酸 酶 ， 它 能 将 延 胡 索 酸 转化 为 L- 天 冬 
氨 酸 。 细 胞 经 培养 发 酵 后 ， 离 心 收集 菌 体 ， 采 用 卡拉 胶 固 定 化 细胞 。 将 含 天 冬 氨 酸 酶 的 固 
定 化 大 肠 杆菌 装填 于 填充 床 式 反应 器 中 ， 制 成 柱 式 生物 反应 器 生产 L- 天 冬 氨 酸 。 

日 本 日 触 公司 的 生产 过 程 已 经 有 了 很 大 改进 ， 用 重组 大 肠 杆 菌 使 发 酵 酶 活力 由 10 x 
104U. 0D 提高 到 750 x10U . 0D-… ， 改 进 固定 化 方法 使 固定 化 细胞 酶 活力 由 1500U .ml 
提高 到 3000U. ml ， 生 产能 力 达 到 1m 固定 化 细胞 每 年 生产 10000 吨 六 天 冬 氮 酸 。 酶 法 生 
产 工 - 赖 氨 酸 也 是 大 规模 生物 催化 不 对 称 合成 的 生产 实例 。 

用 环 已 烯 合成 的 价 廉 的 D，L-a 氨基 -g 已 内 酰胺 (D，L-ACL) 原料 (生产 尼龙 原料 已 
内 酰胺 副 产 物 ) ， 用 卢 氏 隐 球 酵母 ( Cryplococcus laurentii) 生产 的 水 解 酶 水 解 其 中 L-ACL 组 
分 而 生成 L- 赖 氮 酸 ， 未 水 解 的 D- 组 分 可 用 奥 贝 无 色 杆 菌 (hchromobacter obae) 等 细菌 产生 
的 消 旋 酶 (racemase) 消 旋 。 两 种 酶 协同 作用 ， 酶 反应 在 底 物 浓度 0. 8mol . L-™*、pH 8.0、 
温度 为 40% 条件 下 反应 23h， 转 化 率 几 乎 100% ， 产 品 光学 纯度 达到 99. 5% 。 

(4) 生物 催化 不 对 称 氧化 还 原 反 应 : 本 反应 在 手 性 合成 中 有 着 非常 重要 的 应 用 。 脱 氧 
酶 被 广泛 用 于 醛 或 酮 的 痰 基 以 及 烯烃 碳 碳 双 键 的 还 原 ， 这 种 生物 催化 反应 可 使 潜 手 性 底 物 转 
化 为 手 性 底 物 。 甲 酸 脱氧 酶 (FDH) 广泛 用 于 NADH 的 循环 再 生 ， 它 使 甲酸 氧化 生成 CO,，， 
同时 使 氧化 态 辅酶 NAD 还原 为 NADH。 工 业 化 应 用 的 实例 是 德国 Degussa 公司 利用 亮 氨 酸 
脱氧 酶 (LeuDH) 催化 三 甲 基 丙 酮 酸 不 对 称 还 原 合 成 志 叔 亮 氨 酸 ， 使 用 FDH 酶 再 生 辅 酶 
NADH。 该 反应 的 转化 率 为 74% ， 生 产 强度 达 638g . 工  . d 一 ， 产 品 可 用 做 抗 肿 瘤 药 物 和 艾 
滋 病 病毒 蛋白 酶 抑制 药物 ， 目 前 生产 能 力 达 到 年 产 吨 级 规模 。 

另 一 种 常用 的 NADH 或 NADPH 再 生 系统 是 利用 葡萄 糖 脱 氢 酶 (GDH) 催化 氧化 葡萄 糖 
为 葡萄 糖 内 酯 或 葡萄 糖 酸 。 芽 孢 杆菌 属 ( Bacillus sp. ) ， 例 如 晴 状 芽孢 杆菌 、 枯 草 芽孢 杆菌 、 
巨大 芽孢 杆菌 等 ， 一 般 都 含有 GDH 酶 ， 且 稳定 性 较 好 ， 并 对 NAD 或 NADP* 都 有 很 高 的 比 
活力 。 例 如 ,美国 施 贵 宝 公司 在 利用 白地 考 ( Geotrichum candidum) 脱氧 酶 不 对 称 还 原 4- 毛 
2, 3- 普 基 丁 酸 甲 酯 合成 ($)2, 4- 氯 2, 3- 羟 基 丁 酸 甲 酯 时 ,使 用 GDH 酶 再 生 反应 所 需 的 辅酶 
NADPH。 该 反应 的 底 物 浓度 为 10g . 工 ， 产 率 为 95% ， 光 学 纯度 为 99% ， 反 应 规模 750L， 
生产 能 力 为 千克 级 。 产 品 可 用 做 降 胆 固 醇 药 (HMG CoA 还 原 酶 抑制 剂 ) 的 手 性 起 始 原 料 。 
通过 微生物 细胞 内 的 酶 系 进 行 转化 ， 不 需要 对 酶 进行 提纯 ， 也 不 需 额外 添加 昂贵 的 辅酶 ， 因 
而 减少 了 工序 并 降低 了 成 本 ， 但 发 酵 终 产物 较为 复杂 ， 副 产物 相对 增加 。 在 生物 催化 不 对 称 
还 原 反 应 制备 手 性 药物 或 其 中 间 体 的 研究 开发 中 也 有 不 少 相 当 好 的 实例 。 例 如 链 孢 霉菌 
(Neurospore crassa) 转化 肉 酮 制备 肉 二 醇 是 省 体 激素 合成 中 所 应 用 的 典型 微生物 催化 还 原 反 
应 。 又 如 礼 来 公司 在 治疗 神经 退行 性 疾病 的 左旋 体 药 物 Talampanel 的 关键 手 性 合成 步 又 采用 
生物 催化 法 ， 使 用 鲁 氏 结合 酵母 ( Zygosaccharoyces rouxii) ATCC14462 催化 不 对 称 还 原 反 
应 ， 减 少 合成 步 又， 总 产 率 由 原来 的 16% 提高 到 51% ， 降 低 了 生产 成 本 。 同 时 ， 生 物 催化 
法 避免 使 用 大 量 有 机 溶剂 和 产生 大 量 重 金属 铬 污染 物 ， 减 少 污染 ， 对 环境 友好 。 该 项 研究 获 
1999 年 美国 总 统 绿色 化 学 挑战 奖 。 基 因 工 程 手段 应 用 于 生物 催化 也 取得 了 显著 成 果 ， 例 如 ， 
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通过 在 大 肠 杆 菌 中 联合 表达 撕 孢 酵母 的 乙 醛 还 原 酶 (AR) 和 巨大 芽孢 杆菌 的 葡萄 糖 脱氧 酶 
等 相关 酶 基因 ， 进 行 生物 催化 不 对 称 还 原 ， 使 得 (R) 2, 4- 握 2, 3- 羟 基 丁 酸 乙 酯 的 最 高 浓度 
达 268g . 工 -: ， 转 化 率 为 94. 1% ， 光 学 纯度 达 91. 7% 。 国 内 许多 单位 也 开展 了 生物 催化 的 不 
对 称 氧化 还 原 反 应 的 研究 工作 ， 例 如 进行 生物 催化 不 对 称 还 原 反 应 合成 贞 代 羟基 酸 的 研究 ， 
选 育 了 高 立体 选择 性 和 还 原 活性 的 菌株 出 芽 短 梗 睡 (Aureobasidiumpullulans) CG MCC1244 ， 
研究 在 单一 水 相 体系 和 水 - 有 机 溶剂 两 相 体系 中 的 不 对 称 还 原 ， 在 没有 添加 辅酶 和 葡萄 糖 脱 
氢 酶 的 条 件 下 ， 产 物 (5)-4- 氧 2,3- 羟 基 丁 酸 乙 酯 在 单一 水 相 系 中 的 浓度 可 达 20.3g. 工 一 。 
在 两 相 体系 中 ， 有 机 相 产 物 浓 度 达 到 了 56. 8g . L-!， 转 化 率 为 94. 8% ， 产 物 光学 纯度 均 大 
于 97% 。 

生物 催化 的 氧化 反应 主要 包括 单 加 氧 酶 、 双 加 氧 酶 和 氧化 酶 。 其 中 单 加 氧 酶 反应 需要 畏 
酶 的 参与 ， 它 使 分 子 氧 (0,) 中 的 一 个 氧 原 子 加 入 到 底 物 分 子 中 ， 而 另 一 个 氧 原子 使 还 原 
型 NADH 或 NADPH 氧化 ,生成 了 O。 单 加 氧 酶 催化 的 反应 类 型 包括 烷烃 或 芳香 烃 的 产 化 
(生成 醇 或 酚 ) 、 烯 烃 的 环 氧化 (生成 环 氧化 合 物 ) 、 含 杂 原 子 化 合 物 中 杂 原 子 的 氧化 以 及 酮 
的 氧化 ( Baeyer-Villiger 反应 ， 生 成 酯 或 内 酯 ) 。 双 加 氧 酶 能 催化 0, 分 子 中 2 个 氧 原子 都 加 
到 一 个 底 物 分 子 中 ， 典 型 的 反应 包括 : 烯烃 的 过 氧化 反应 (例如 大 豆 脂 氧 酶 、 辣 根 过 氧化 
酶 ) 和 芳烃 的 双 凑 基 化 反应 。 氧 化 酶 催化 电子 直接 转移 到 分 子 氧 中 ， 生 成 水 或 过 氧化 氢 ， 
主要 类 型 有 : 黄 素 蛋 白 氧化 酶 (如 氨基 酸 氧化 酶 、 葡 萄 糖 氧化 酶 ) 、 金 属 黄 素 蛋 白 氧化 酶 
(如 醛 氧化 酶 ) 、 血 红 素 蛋白 氧化 酶 (如 过 氧化 氢 酶 、 过 氧化 物 酶 ) 等 ， 它 们 虽然 在 食品 和 
环保 方面 具有 广泛 的 应 用 ,但 在 手 性 合成 中 的 应 用 却 不 多 见 。 在 生物 氧化 反应 的 工业 应 用 
中 ， 最 经 典 的 例子 当 为 省 体 的 微生物 羟 化 反应 ， 我 国 自 20 世纪 50 年 代 开 始 研 究 ， 目 前 仍 有 
人 在 从 事 这 方面 的 技术 改进 工作 。 


本 章 小 结 

作为 生物 催化 剂 的 酶 具有 专 一 性 、 高 效 性 、 反 应 条 件 温 和 及 可 调节 性 等 特点 ， 在 各 个 领 
域 中 均 有 广泛 应 用 。 酶 促 反应 动力 学 是 研究 酶 促 反 应 速度 及 其 影响 因素 的 科学 。 这 些 因素 主 
要 包括 酶 的 浓度 、 底 物 的 浓度 、pH、 温 度 、 抑 制剂 和 激活 剂 等 。 

米 氏 方程 用 于 描述 酶 促 反 应 中 底 物 浓度 与 反应 速度 的 关系 ,v=Vcs/ (K+cs)， 其 中 
Vi 指 该 酶 促 反应 的 最 大 速度 ，cs 为 底 物 浓度 ，K， 是 米 氏 常数 ,ov 是 在 菜 一 底 物 浓度 时 相应 
的 反应 速度 。 米 氏 常 数 K, 值 等 于 酶 反应 速度 为 最 大 速度 一 半 时 的 底 物 浓度 ， 单 位 为 浓度 单 
位 ， 反 应 酶 与 底 物 的 亲和力 大 小 ， 是 酶 的 特征 性 常数 之 一 ， 其 大 小 只 与 酶 的 性 质 有 关 。 

特定 的 pH 条件 最 适合 酶 、 底 物 和 辅酶 互相 结合 ， 并 发 生 催 化 作用 ， 使 酶 促 反应 速度 达 
最 大 值 ， 这 种 pH 值 称 为 酶 的 最 适 pH。 酶 促 反应 速度 最 大 时 的 温度 称 为 酶 的 最 适 温度 ， 最 
适 pH 和 酶 的 最 适 温度 不 是 酶 的 特征 性 常数 ， 它 受 底 物 浓 度 、 缓 冲 液 的 种 类 和 浓度 以 及 酶 的 
纯度 等 因素 的 影响 。 

凡 能 使 酶 的 活力 下 降 而 不 引起 酶 蛋白 变性 的 物质 称 做 酶 的 抑制 剂 。 使 酶 变性 失 活 ( 称 
为 酶 的 钝 化 ) 的 因素 如 强酸 、 强 碱 等 ,不 属于 抑制 剂 。 通 常 抑 制作 用 分 为 可 逆 性 抑制 和 不 
可 遂 性 抑制 两 类 ， 其 中 可 逆 性 抑制 又 分 为 竞争 性 抑制 、 非 竞争 性 抑制 和 反 竟 争 性 抑制 。 不 同 
抑制 条 件 下 ， 酶 促 反应 的 动力 学 常数 都 有 所 改变 。 能 使 酶 活力 提高 的 物质 ， 都 称 为 激活 剂 ， 
其 中 大 部 分 是 离子 或 简单 的 有 机 化 合 物 。 

固定 化 酶 具有 极 易 与 底 物 、 产 物 分 离 ， 可 以 在 较 长 时 间 内 进行 反复 分 批 反 应 和 装 柱 
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连续 反应 ， 在 大 多 数 情况 下 稳定 性 提高 ， 酶 反应 过 程 能 够 加 以 严格 控制 等 优势 。 酶 的 固 
定 化 ， 不 仅 使 酶 的 活力 发 生 了 变化 ， 而 且 由 于 固定 化 酶 的 引入 ， 反 应 体系 变 为 多 相 体系 。 
因此 ， 在 研究 固定 化 酶 催化 反应 动力 学 时 ， 还 要 考虑 物质 的 质量 传递 对 酶 催化 反应 过 程 
的 影响 。 为 提高 国定 化 酶 外 扩散 效率 ， 应 设法 减 小 Da 准 数 。 为 提高 国定 化 酶 内 扩散 效 
率 ， 应 设法 减 小 p。 

酶 可 以 在 水 与 有 机 溶剂 的 互 溶 体系 中 进行 催化 反应 。 如 脂肪 酶 在 有 机 溶剂 中 具有 很 
高 的 热 稳 定性 和 较 高 的 催化 活力 ， 水 对 维持 酶 的 活力 结构 是 必 不 可 少 的 ， 但 只 要 保证 酶 
分 子 表面 的 一 小 部 分 必需 水 ， 其 他 大 部 分 水 完全 可 以 被 有 机 溶剂 取代 而 不 影响 酶 的 活力 。 
酶 在 非 水 相 催化 中 有 很 多 成 功 的 应 用 实例 ， 在 非 水 相 催化 方面 ， 酶 也 具有 广阔 的 应 用 
前 景 。 

使 用 氧化 还 原 酶 进行 生物 催化 时 ， 合 成 产物 的 同时 会 消耗 一 定量 的 辅酶 ， 如 何 保 证 
辅酶 的 高 效 供应 是 开发 氧化 还 原 酶 催化 反应 的 关键 技术 之 一 。 化 学 法 、 电 化 学 法 、 光 化 
学 法 可 用 于 辅酶 的 再 生 研究 ; 酶 法 是 被 研究 和 应 用 最 多 的 再 生 手 段 ， 利 用 耦合 酶 催化 所 
化 还 原 反应 ， 实 现 辅助 因子 由 氧化 态 (或 还 原 态 ) 到 还 原 态 (或 氧化 态 ) 的 再 生 ; 基因 
工程 法 则 是 通过 DNA 操作 技术 构建 含有 宰 联 酶 系 的 工程 菌 ， 在 完整 细胞 内 完成 辅助 因子 
的 再 生 和 目的 产物 的 生产 。 通 过 辅酶 再 生还 能 够 简化 产物 的 分 离 ， 有 利于 酶 促 反应 向 正 
反应 方向 移动 。 
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习 题 


1. 试 述 磺胺 药物 能 够 抑制 细菌 生长 的 原理 。 

2. 影响 酶 促 反 应 的 因素 有 哪些 ?用 曲线 表示 并 说 明 它 们 各 有 什么 影响 ? 

3. 有 淀粉 酶 制剂 1g， 用 水 溶解 成 1000ml， 从 中 取出 1ml 测定 淀粉 酶 活力 ， 测 知 每 5 分 
钟 分 解 0. 25g 淀粉 ， 计 算 每 克 酶 制剂 所 含 的 淀粉 酶 活力 单位 数 (淀粉 酶 活力 单位 规定 为 : 在 
最 适 条 件 下 ， 每 小 时 分 解 1g 淀粉 的 酶 量 为 1 个 活力 单位 ) 。 
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4. 试 比较 酶 的 竞争 性 抑制 作用 与 非 竞 争 性 抑制 作用 的 异同 。 

5. 什么 是 米 氏 方程 ? 米 氏 常数 KK, 的 意义 是 什么 ? 试 求 酶 促 反 应 速度 达到 最 大 反应 速度 
的 99% 时 所 需求 的 底 物 浓度 (用 K,, 表示 )。 

6. 酶 降低 反应 活化 能 实现 高 效率 的 重要 因素 是 什么 ? 

7. 和 非 酶 催化 剂 相 比 ， 酶 在 结构 和 催化 机 制 上 有 什么 特点 ? 

8. 试 述 维生素 与 辅酶 、 辅 基 的 关系 ,维生素 缺乏 症 的 机 制 是 什么 ? 

9. 固定 化 酶 和 游离 酶 相 比 ， 有 何 优 、 缺 点 ? 

10. 为 什么 酶 制剂 的 生产 主要 以 微生物 为 材料 ? 

11. 下 面 是 某 人 对 酶 测定 的 一 些 数据 ， 据 此 求 出 该 酶 的 最 大 反应 速度 和 米 氏 常数 。 


cs (mol: L-!) vo (Lmol* min™!) 


G5%0 28 


4.0x10- 40 


LOxl0™ 70 


2.0x10™ 


4.0x10™5 


OX104 


S20x10™ 


L010 


12. 酶 进行 化 学 修饰 时 ， 应 考虑 哪些 因素 ? 

13. 列 出 用 共 价 结合 法 对 酶 进行 固定 化 时 酶 蛋白 上 可 和 载体 结合 的 功能 团 。 

14. 某 酶 的 初 提取 液 经 过 一 次 纯化 后 ， 经 测定 得 到 下 列 数据 ， 试 计算 比 活力 、 回 收 率 及 
纯化 倍数 。 


体积 (ml) 活力 单位 (U . ml) 和 蛋白 氮 (mg * ml) 
初 提取 液 120 200 3 
硫酸 铵 沉淀 5 810 下 5 


15. 酶 的 抑制 剂 分 哪 两 类 ? 概述 每 个 类 型 的 动力 学 特征 。 
16. 影响 固定 化 酶 反应 速度 的 因素 有 哪些 ? 
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【重要 概念 】 
黑箱 模型 、 微 生物 反应 平衡 式 、 元 素平 衡 方程 、 呼 吸 商 、 还 原 度 、 得 率 系数 、 菌 体 得 
率 、 代 谢 产 物 得 率 、 反 应 执 


基因 工程 和 代谢 工程 技术 的 飞速 发 展 为 现代 发 酵 工 程 领域 提供 了 很 多 高 产 菌株 ， 对 提高 
发 酵 水 平和 生产 率 有 很 大 的 促进 作用 , 但是， 如何 通过 优化 控制 使 发 酵 工程 产品 生产 最 优化 
仍然 是 发 酵 工程 领域 中 存在 的 主要 问题 之 一 。 微 生物 发 醇 过 程 优化 控制 的 主要 方式 是 建立 过 
程 模型 和 制定 优化 控制 策略 与 算法 。 其 中 ， 过 程 模 型 的 建立 首先 要 考虑 质 能 平衡 原理 。 

微生物 反应 的 本 质 是 化 学 反应 。 在 生长 过 程 中 ,微生物 从 周围 环境 摄取 各 种 营养 物质 ， 
通过 各 种 生化 反应 合成 细胞 的 结构 物质 、 获 取 能 量 、 形 成 各 种 代谢 产物 。 尽 管 微生物 的 生长 
是 一 个 精细 且 复 杂 的 过 程 ， 但 仍然 遵循 质量 和 能 量 守 恒定 律 。 在 微生物 代谢 过 程 中 ， 碳 有、 
氧 、 氧 、 氮 以 及 其 他 元 素 会 在 错综复杂 的 生物 反应 中 进行 重新 组 合 ， 对 每 一 种 元 素来 说 ， 用 
于 合成 细胞 物质 或 代谢 产物 的 元 素 总 消耗 量 等 于 环境 中 该 元 素 的 损失 量 。 从 表 观 上 看 ， 微 生 
物 某 些 代谢 产物 的 生成 量 往往 与 某 些 基质 〈 底 物 ) 的 消耗 量 或 者 其 他 代谢 产物 (如 CO,， ) 
的 生成 量 呈 一 定 的 比例 关系 。 在 物质 代谢 的 同时 ， 微 生物 不 断 地 从 环境 获得 或 放出 能 量 ， 但 
微生物 和 环境 的 总 能 量 保持 不 变 。 

根据 质量 和 能 量 平 衡 定律 ， 可 以 对 微生物 反应 过 程 进 行 计 量 。 在 实际 生产 中 ， 从 培养 基 
设计 到 微生物 反应 的 优化 控制 都 涉及 计量 学 原理 。 微 生物 反应 质 能 平衡 的 计量 是 研究 反应 过 
程 的 一 个 有 效 手段 ， 对 解决 工程 问题 特别 有 用 。 在 发 酵 过 程 中 ， 利 用 质 能 平衡 理论 可 以 预测 
各 种 基质 的 需要 量 ， 从 而 更 经 济 有 效 地 利用 它们 ， 减 少 无 效 消 耗 。 质 能 平衡 理 论 是 解除 发 醇 
过 程 中 某 种 基质 限制 或 抑制 ， 实 现 过 程 优化 的 重要 手段 。 例 如 ， 利 用 微生物 反应 平衡 式 可 以 
将 微生物 反应 中 可 以 在 线 检测 的 参数 和 不 可 测定 的 参数 联系 起 来 ， 有 助 于 分 析 反应 过 程 ; 通 
过 质量 和 能 量 衡 算 ， 可 以 了 解 反应 物 和 生成 物 之 间 的 定量 关系 、 反 应 过 程 需 要 消耗 和 释放 多 
少 能 量 等 ， 对 于 代谢 调控 的 分 析 有 重要 意义 。 在 通常 情况 下 ， 对 生物 反应 器 进行 分 析 时 ， 计 
量 学 知识 对 于 表述 反应 器 物质 平衡 和 建立 反应 动力 学 模型 非常 关键 。 


3.1 物质 平衡 


3. 1.1 黑箱 模型 


微生物 反应 不 同 于 一 般 的 化 学 反应 。 在 微生物 反应 中 ， 所 涉及 的 参与 反应 的 营养 成 分 很 
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多 ， 而 且 反 应 途径 很 复杂 ， 在 细胞 生长 的 同时 还 伴随 着 代谢 产物 的 形成 ， 微 生物 反应 还 会 受 
到 环境 条 件 或 者 培养 方式 的 影响 ， 因 此 ， 对 于 微生物 反应 来 说 ， 很 难 像 化 学 反应 一 样 用 标 以 
正确 系数 的 反应 方程 式 来 精确 表示 从 基质 到 产物 的 整个 反应 过 程 。 为 了 研究 微生物 生长 、 产 
物 生 成 和 底 物 消耗 的 数量 关系 ， 在 微生物 反应 计量 学 中 提出 了 “黑箱 模型 ”的 概念 。 该 模 
型 将 细胞 生长 系统 看 作 一 个 与 环境 进行 物质 交换 的 “黑箱 ”， 不 考虑 黑箱 内 的 反应 过 程 ， 单 
纯 研 究 黑箱 的 最 初 和 最 终 状 态 以 及 输入 和 输出 物流 的 变化 ， 将 细胞 进行 的 众多 反应 看 成 是 一 
个 有 多 种 反应 物 参 与 、 生 成 多 种 产物 的 复合 反应 (图 3-1) 。 
(Ag 增加 的 细胞 生物 量 


(AS') 0 
基质 
sy 
(APn) 
代谢 产物 


图 3-1 微生物 反应 “黑箱 模型 ”示意 图 
用 AS 表示 不 同 的 基质 ，AX 表示 新 增 细胞 生物 量 ，AP 表示 不 同 的 代谢 产物 


在 微生物 生长 代谢 过 程 中 ， 将 细胞 生长 系统 看 做 “黑箱 ” (或 化 学 反应 的 “催化 剂 ”) ， 
培养 基质 转化 成 更 多 的 细胞 生物 量 并 形成 代谢 产物 。 


3. 1.2 元 素平 衡 方程 


根据 “黑箱 模型 ”( 图 3-1) ， 微 生物 反应 可 以 表述 为 


营养 物质 ( 碳 源 . 毛 源 . 氧 .无 机 盐 等 ;< 和 新 的 细胞 物质 + 代谢 产物 (3-1) 


在 不 同 环境 中 ， 由 于 不 同 微生物 甚至 同一 微生物 所 利用 的 营养 物质 和 形成 的 产物 千 差 万 
别 ， 式 (3-1) 并 不 能 表示 微生物 反应 的 计量 关系 。 但 是 ， 微 生物 反应 遵循 质量 守恒 定律 ， 
某 种 元 素 用 于 合成 细胞 物质 或 代谢 产物 的 量 等 于 环境 中 该 元 素 的 损失 量 。 因 此 ， 对 参与 微 生 
物 反 应 的 各 种 元 素 进行 衡 算 ， 就 可 以 表示 出 细胞 生长 和 代谢 产物 积累 的 计量 关系 。 为 建立 元 
素平 衡 方程 ， 要 对 微生物 反应 过 程 进行 一 定 的 简化 处 理 。 

(1) 虽然 微生物 营养 需求 具有 多 样 性 ， 而 培养 基 组 成 也 十 分 复杂 ， 但 影响 微生物 细胞 
生长 和 产物 合成 的 主要 营养 物质 是 碳 源 和 氮 源 ， 在 元 素 衡 算 时 ， 一 般 认 为 只 有 一 种 有 机 碳 源 
和 一 种 无 机 氮 源 参与 微生物 反应 ， 分 别 表示 为 CH,,0, 和 NH。 

(2) 微生物 细胞 之 间或 者 同一 细胞 在 不 同 生长 阶段 ， 其 细胞 物质 组 成 都 有 所 不 同 ， 但 
参与 微生物 反应 的 细胞 数量 巨大 ， 在 元 素 衡 算 时 ， 可 以 用 细胞 的 平均 物质 组 成 来 表示 。 由 于 
元 素 C、H、0 和 N 是 构成 细胞 的 主要 成 分 ， 其 他 元 素 组 成 在 细胞 生长 和 产物 积累 过 程 中 变 
化 很 小 ， 因 此 ， 细 胞 可 以 用 分 子 式 CH,0,N. 表 示 其 组 成 。 

(3) 微生物 反应 的 代谢 产物 主要 包括 有 机 物 、CO, 和 H,0。 类 似 于 对 微生物 细胞 组 成 
的 简化 ， 将 有 机 代谢 产物 的 元 素 组 成 表示 为 CH,O,N。。 

上 述 分 子 式 中 ,下 标 m、n、u、v、w、x、y、z 表示 与 一 个 碳 原 子 相 结合 的 H、0、N 
的 原子 数 。 简 化 后 ， 微 生物 生长 和 产物 形成 的 反应 平衡 式 可 以 表示 为 : 

CH,,0, +a0, +bNH;s —>cCH,O,N, + dCH,0,N, +eH,0 +/C0, (3-2) 
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分 别 对 C、H、0 和 N 进行 元 素 衡 算 ， 可 以 得 到 如 下 方程 组 : 
C: 1=c+d+ 矿 
H: m+3b=xc +ud +2e 
0: n+2a=yc +vd+e+2f 
N: b=zc+wd 
利用 元 素平 衡 方 程 ， 可 以 计算 微生物 反应 的 计量 关系 ， 建 立 相 关 的 反应 平衡 式 。 
例 3-1 某 细菌 以 葡萄 糖 为 碳 源 生长 时 ， 能够 产生 乙醇 ， 反 应 平衡 式 如 下 所 示 。 求 计量 
关系 中 的 系数 a、5、c 和 4d。 
CeHi,06 +aNHs +1.8750, 一 一 bCH, s06sNo,( 菌 体 ) +cC,H;OH + dH,0 +2.5C0, 
解 ” 根 据 元 素平 衡 方 程 ， 可 以 得 到 . 
: 6=b+2c+2.5 
: 12+3a=1.8b +6c +2d 
: 6+2x1.875=0.5b +c+d+2 x2.5 
: a=0.2b 


(3.3) 


a 忆 名 : 所 


由 以 上 方程 求解 得 
和 EECEE@3 
必 三 守 坟 
d=3 
所 以 ， 上 述 反 应 的 计量 关系 式 为 
CeHi,06 +0.5NH, +1. 8750, 一 一 2. 5CH, ,0, ;No,( 菌 体 )+0.5C,H;OH +3H,0 +2.5C0， 


3.2 ”微生物 反应 的 呼吸 商 和 还 原 度 


配 平 微生物 反应 平衡 方程 式 (3-22) 时 ， 一 部 分 系数 是 由 实验 测 得 的 ， 另 一 部 分 系数 需 
要 计算 获得 。 其 中 ， 基 质 和 代谢 产物 的 分 子 式 通常 是 已 知 的 ， 而 微生物 菌 体 的 分 子 式 〈 即 
细胞 的 元 素 组 成 ) 可 以 通过 元 素 分 析 进 行 确定 。 表 3-1 列 出 了 几 种 常见 微生物 的 无 灰分 干燥 
菌 体 的 元 素 组 成 。 
表 3-1 几 种 常见 微生物 细胞 的 经 验 分 子 式 ( CHO,N,) 
微生物 分 子 式 微生物 分 于 式 


Escherichia coli CH » Ow No Saccharomyces cerevisiae CH #00s6 No 


Klebsiella pneumonia CH oO wu Nam Candida utilis CH & O00.4s No.i6 


Penicillium simplicissimum CH wnO0u Non Candida brassicae CH Osr Nois 


Pseudomonas sp. C12B CH os Ow Na Rhizopus oryzae CH a One Nois 


在 确定 了 全 部 反应 物 和 产物 的 分 子 式 之 后 ， 微 生物 反应 平衡 方程 中 还 有 a、b、c、d、e、 
/六 个 未 知 的 计量 系数 需要 确定 。 要 想 求 取 全 部 计量 系数 ， 除 了 4 个 元 素平 衡 方程 式 (3-3) 
以 外 ， 尚 需 建立 其 他 关系 式 。 为 此 ， 引 入 了 呼吸 商 和 还 原 度 的 概念 。 

呼吸 商 (respiratory quotient，RQ) 定义 为 细胞 反应 中 每 消耗 1mol 0, 所 产生 的 C0, 的 摩 
尔 数 ， 表 示 为 
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CO, 生成 速率 
Q = 0, 消耗 速率 (3-4) 
根据 式 (32) ， 可 得 
R= 4 (3-5) 


f、a 是 待 求 的 计量 系数 。 呼 吸 商 是 好 氧 培养 中 评价 微生物 代谢 机 能 的 重要 指标 之 一 ， 
可 以 用 专门 的 呼吸 商 测 定 仪 确定 。 
例 3-2 ”以 葡萄 糖 为 基质 ， 对 酿酒 酵母 (Saccharomyces cerevisiae) 进行 好 氧 培养 ， 其 反 
应 方程 式 为 : 
CeHi,O06 + caNH +60, 一 一 cCH sO00 ssNo 1 +dH2O +eCO, 
已 测 得 该 反应 的 呼吸 商 RQ =1.06， 求 计量 系数 a、b、c、d、e。 
解 ” 根 据 元 素平 衡 方 程 ， 可 以 得 到 
C: 6=c+e 
H: 12 +3a=1.83c+2d 
0: 6+2b=0.56c+d+2e 
N: a=0.17c 
根据 RQ =1.06， 可 得 
e=1.061 
由 以 上 5 个 方程 式 求解 得 
a =0.542 
b=2.655 
t=3. 186 
d=3.897 
e =2.814 
还 原 度 ( degree of reduction) 是 评价 化 合 物 氧 化 - 还 原水 平 的 指标 。 在 微生物 反应 计量 
中 ， 将 某 一 化 合 物 的 还 原 度 定义 为 该 化 合 物 中 相对 于 碳 原子 的 有 效 电子 数 ， 即 该 化 合 物 的 有 
效 电子 数 除 以 该 化 合 物 所 含 碳 原 子 数 ， 还 原 度 用 y 表示。 所谓 有 效 电 子 数 是 指 化 合 物 被 氧化 
成 C0,、H,0 等 产物 时 所 传递 给 氧 的 电子 数 。 几 种 基本 元 素 的 还 原 度 定义 为 : C =4，H =1， 
0= -2, N= -3, S=6, P=5。 在 化 合 物 中 ,任意 元 素 的 还 原 度 同 其 化 合 价 相同 。 表 32 
列 出 了 一 些 常 见 化 合 物 的 还 原 度 。 
表 3-2 一 些 常 见 化 合 物 还 原 度 的 计算 
单质 或 化 合 物 有 效 电 子 数 
氧气 (0,) 2x (-2) =-4 
二 氧化 碳 (C0,) 4+2x (-2) =0 
氮气 (NH;) -3+3xl=0 


甲烷 (CH) 4+4xl=8 


和 葡萄糖 (Ce Hi,06) 6x4+12x1+6x (-2) =24 


世 醇 《CH OH) TRY》 三 
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在 微生物 反应 计量 中 ， 还 原 度 的 衡 算 考 虑 了 对 任何 化 学 反应 都 应 该 满足 的 氧化 -还 原平 
衡 的 需要 ， 由 此 ， 可 以 得 到 一 个 与 反应 相对 应 的 还 原 度 衡 算 方程 。 由 于 在 微生物 反应 平衡 方 
程 中 ，NH;、C0, 和 H,0 的 还 原 度 都 是 0， 可 只 考虑 0,、 基 质 、 细 胞 和 代谢 产物 的 还 原 度 ， 
分 别 是 


0,: yo = -4 
基质 : =4+m—-2n 

由 Ys (3.6) 
细胞 : Ya =4+%—2y—3z 


代谢 产物 : Yp =4 +Z 一 22 一 320 
根据 氧化 还 原 反 应 中 得 失 电 子 数目 相等 的 原理 ， 微 生物 反应 平衡 方程 两 边 有 效 电子 数目 
应 该 相同 ， 因 此 ， 得 到 相对 应 的 还 原 度 平衡 式 为 


ys -4a = cys + dyp (3-7) 
整理 得 
1 -2 dr ,4a (3-8) 
Ys Ys Ys 
即 
1 过 (3-9) 


式 中 : é&， 表示 底 物 中 传递 到 细胞 的 有 效 电子 数 分 数 ; és 表示 底 物 中 传递 到 代谢 产物 的 有 效 
电子 数 分 数 ; se 表示 底 物 中 传递 到 氧 的 有 效 电子 数 分 数 。 
&、ép 和 反映 了 碳 源 用 于 产生 能 量 、 细 胞 物质 和 代谢 产物 的 效率 。 实 验 发 现 ， 微 生 
物 细胞 的 还 原 度 ys 因 微 生物 种 类 不 同 或 培养 基 碳 源 不 同等 因素 会 有 所 不 同 ， 但 差别 非常 小 ， 
一 般 ys 取 其 平均 值 为 4.291 + 上 0. 172。 基 质 和 代谢 产物 的 还 原 度 可 根据 其 组 成 而 求 出 。 
这 样 ， 在 4 个 元 素平 衡 方程 以 外 ， 引 入 了 呼吸 商 和 还 原 度 的 计算 式 ( 式 (3-5) 和 
式 (3-7) ) ， 就 满足 了 微生物 反应 方程 计量 系数 求解 的 需求 。 
例 3-3 以 葡萄 糖 为 基质 ， 对 酿酒 酵母 (Saccharomyces cerevisiae) 进行 好 氧 培养 ， 其 反 
应 方程 式 为 
CeHi,O06 + aNH3 + 60, — ocCH, ssOo5Noiy + dH,O +eCO， 
请 根据 还 原 度 来 计算 计量 系数 a、b、c、d、e。 
解 ” 根 据 元 素平 衡 方 程 ， 可 以 得 到 
C: 6=c+e 
了 再: 12 +3a=1.83c +2d 
0: 6+2b =0.56c +d+2e 
Na 记 三 0; 17é 
根据 氧化 还 原 反 应 平衡 的 原理 ， 可 得 
24 -4b=4.2c 
由 以 上 5 个 方程 联 立 求解 得 
a=0.542 
b=2.655 
c=3.186 
d =3. 897 
e=2.814 
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3.3 ”微生物 反应 的 得 率 系数 


在 生物 反应 工程 中 ， 通 过 对 微生物 反应 进行 计量 学 分 析 ， 可 以 得 到 菌 体 得 率 、 代 谢 产物 
得 率 、 最 大 得 率 系数 等 方便 目 直 观 的 计量 学 参数 。 利 用 这 些 参数 ， 不 仅 可 以 定量 评价 细胞 消 
耗 某 种 基质 ( 特别 是 碳 源 ) 来 合成 细胞 自身 或 目标 代谢 产物 的 能 力 、 探 索 最 优 培 养 条 件 ， 
而 且 还 可 以 作为 细胞 生长 、 基 质 消耗 和 产物 生成 的 动力 学 参数 。 


3.3.1 微生物 反应 的 菌 体 得 率 


菌 体 得 率 (cell yield) 又 称 为 生长 得 率 (growth yield) 或 细胞 得 率 系 数 ( yield coeffi- 
cient，yield factor) ， 根 据 所 使 用 基准 的 不 同 ， 菌 体 得 率 有 几 种 不 同 的 定义 方式 。 
1. 以 底 物 消耗 为 基准 的 菌 体 得 率 ” 当 以 底 物 消耗 为 基准 时 ， 菌 体 得 率 Ys 定义 为 消耗 
lg 或 1mol 基质 生成 菌 体 细胞 的 克 数 ， 其 定义 式 为 
y= 生成 细胞 的 质量 _ Amx 
xs 消耗 基质 的 质量 ” - Ams 
式 中 ，Amx 和 - Ams 分 别 表示 菌 体 和 基质 的 质量 改变 量 ，Yys 的 单位 是 gg 或 gmol™'; 
在 生物 反应 计量 中 所 提 到 的 细胞 质量 都 是 指 干细胞 的 质量 。 对 培养 基 的 任 一 成 分 ， 都 可 以 用 
式 (3-10) 来 定义 ys， 但 实际 上 多 以 碳 源 为 基质 来 定义 。 从 ys 的 定义 可 以 看 出 ， 如 果实 
际 生产 的 目的 是 获得 单 细 胞 蛋白 ， 则 应 选用 Ys 高 的 菌 种 进行 发 酵 。 
分 批 培养 时 ， 反 应 体系 中 菌 体 和 基质 的 浓度 时 刻 在 发 生 改 变 ， 在 这 种 情况 下 ， 菌 体 得 率 
通常 不 能 被 看 做 常数 。 为 此 ， 将 某 一 瞬间 的 菌 体 得 率 定义 为 微分 菌 体 得 率 (或 瞬时 菌 体 得 
率 ) ， 表 示 为 


(3-10) 


dmx 
_ dmxy _ dt _rx 
Ys = — dms — dms EE Fs C3511) 
dt 


式 中 ,x 为 菌 体 生长 速率 ，r, 为 基质 消耗 速率 ， 都 以 质量 基准 (gL-'. h”') 为 单位 。 将 
分 批 培养 的 总 菌 体 得 率 表 示 为 


CC 


(3-12) 


Yys = 
cs 一 cs 


式 中 ，cx 和 cs 分 别 为 初始 菌 体 量 和 初始 基质 浓度 ，cx 和 cs 分 别 为 反应 结束 时 的 菌 体 量 和 基 
Ys 与 微生物 和 基质 的 种 类 有 关 ， 也 与 培养 条 件 有 关 〈 表 3-3 ) 。 同 一 菌株 在 相同 培养 基 
上 生长 时 ， 好 氧 培养 的 ys 大 于 厌 氧 培养 的 Ys。 对 于 同一 菌株 ， 分 别 在 基本 培养 基 、 合 成 
培养 基 和 复合 培养 基 中 培养 时 ， 菌 体 得 率 Ys 按 上 述 培养 基 顺 序 递增 。 
当 微生物 反应 服从 反应 平衡 式 (3-2) 中 的 计量 关系 时 ， 菌 体 得 率 可 表示 为 
Myx*c Mi:*e 
Ys: 三 Mi Yo, 三 M, (3-13) 
式 中 ，Mx 和 Ms 分 别 表示 菌 体 和 基质 的 一 碳 相 对 分 子 质 量 ，Yo, 是 消耗 1g 0, 所 获得 的 菌 体 
量 ，Mo, 表 示 0, 相对 分 子 质量 ,a、c 是 式 〈3-2) 中 的 计量 系数 。 由 此 可 见 ， 反 应 平衡 式 中 
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表 3-3 几 种 微生物 的 菌 体 得 率 Yus 


Jxs (以 细胞 / 


微生物 i 培养 条 件 | 碳 源 产物 
基质 计 ) (g "mol…) 


Lactobacillus casei 乳酸 、 乙 酸 、 乙 醇 、 甲 酸 62. 08 
、 乙 酸 、 乙 醇 21.4 
、 甲 酸 、3- 羟 基 丁 酮 
、 乳 酸 


Streptococcus agalactiae 


Zymomonas mobilis 所 乙醇 、 乳 酸 


、 乳 酸 
、 乳 酸 
、 乳 酸 
、 乳 酸 
、 乳 酸 
、 乳 酸 


En 


要 


红 | 民 


塌 


Aerobacter aerogenes 


坟 


Ex 
炊 


* 以 碳 源 为 基质 。 


的 计量 系数 也 可 以 通过 测定 菌 体 得 率 来 确定 。 
例 3-4 某 微生物 以 十 六 烷 为 碳 源 生长 时 ， 其 反应 平衡 式 为 
Cis Hs +12.40, +2.09NH, — 2. 42C, ,Hy 301 ,No ss +11. 45H,O +5.33C0, 
求 该 微生物 反应 的 菌 体 得 率 Ys 和 yo, 。 
解 根据 式 (3-13)， 以 菌 体 /十 六 烷 计 算 Ys， 可 得 
_ 2.42x(4.4xl2+7.3xl+1.2x16+0.86x14) 


Je 16x12+34x1 =0978(g 8 ) 
2.42 x (4.4xl2+7.3xl+12x16+0.86x14) 
Ywo, = 12.4 x (2 x 16) =0.357 (B88 


2， 以 碳 元 素 消耗 为 基准 的 菌 体 得 率 一 般 情况 下 微生物 反应 都 是 以 碳 源 为 主要 基质 ， 
无 论 在 需 氧 还 是 在 厌 氧 条 件 下 进行 的 微生物 反应 ， 碳 源 的 主要 消耗 途径 有 两 个 ,一 是 被 同化 
为 细胞 组 分 ， 即 产生 生物 量 ， 二 是 被 异化 为 C0。 和 其 他 代谢 产物 ， 维 持 微生物 生存 和 生成 
代谢 产物 的 消耗 。 在 任何 反应 中 ， 转 化 率 或 者 得 率 都 是 一 个 很 关键 的 指标 ， 为 了 表示 碳 源 同 
化 为 细胞 组 分 的 转化 效率 ， 可 采用 以 碳 元 素 消耗 为 基准 的 菌 体 得 率 Y。 来 表征 ， 其 意义 为 新 
生 菌 体 所 仿 碳 原子 的 质量 与 基质 所 仿 碳 原子 的 质量 之 比 ， 即 

7 - 生成 细胞 的 质量 x 细胞 含 碳 量 _ Amx .ox _ oxy ja 
油 箔 基质 的 质量 x 基质 合 左 量 ”- Ams "os ”os xs 
式 中 ; Y 是 消耗 1g 底 物 碳 原 子 所 获得 的 菌 体 碳 原子 的 质量 ;cx 和 os 分 别 是 单位 质量 菌 体 
和 单位 质量 基质 中 碳 原 子 的 质量 。 在 微生物 反应 平衡 式 (32) 中 ， 系数。 实际 上 就 是 区。 
(1 -Y。) 就 表示 基质 中 的 碳 转化 为 菌 体 以 外 其 他 物质 中 碳 的 分 率 。 
Y 值 应 该 小 于 1， 一 般 微 生物 反应 的 Y. 值 为 0.4 ~0.9。Y。 的 定义 中 基质 消耗 和 菌 体 生 
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成 都 是 相对 于 同一 基准 的 碳 而 言 ， 因 此 ，Y。 比 Ys 更 加 合理 。 表 3-4 举 出 了 一 些 不 实测 值 
的 例子 。 
表 3-4 几 种 微生物 的 Ye 实测 值 
微生物 Ye (Bg) 


Klebsiella aerogenes 0.49 ~0.56 


Candida utilis 0.53 ~0.59 


Candida utilis 乙醇 0. 58 ~0.68 


Candida brassicae 乙醇 0.47 ~0.54 


Mycobacterium phiei 正 烷 烃 混 合 物 ( Cu~Cn) 0.65 ~0.75 


例 3-5 已 知 某 细菌 以 葡萄 糖 为 单一 碳 源 生长 时 ， 菌 体 得 率 Ys =85g .mol ， 通 过 元 
素 分 析 得 知 该 细菌 的 分 子 式 为 CH ;0uwNois。 求 这 个 反应 的 得 率 系数 下。 

解 根据 式 (3-14) ， 可 得 

12 
Ox 23.58 85 
Y= os 180 
180 

3. 以 ATP 为 基准 的 菌 体 得 率 ”微生物 在 生长 和 发 酵 过 程 中 ， 通 过 底 物 氧化 获得 用 于 细 
胞 合成 、 物 质 代 谢 和 能 量 传 输 等 生命 活动 所 需要 的 能 量 。 但 是 ， 并 不 是 所 有 由 底 物 氧化 产生 
的 能 量 都 能 用 于 微生物 的 生命 活动 ， 只 有 在 反应 中 以 生成 ATP 形式 获得 的 自由 能 才能 够 被 
细胞 利用 ， 而 其 他 的 能 量 以 反应 热 的 形式 释放 到 环境 中 。 微 生物 反应 与 ATP 有 密切 的 关系 ， 
因此 ， 从 能 量 的 角度 来 看 ， 可 以 把 底 物 异化 代谢 中 ATP 的 生成 量 作为 菌 体 得 率 的 基准 ， 将 
菌 体 得 率 Yi 定义 为 每 生成 1mol ATP 时 所 增加 的 细胞 质量 ， 表 示 为 
Amyx YsMs 
AmAm i 
式 中 ，Amnam 表 示 ATP 的 生成 量 ， 单 位 为 mol; Ms 是 基质 的 相对 分 子 质量 ; es 是 相对 于 基 
质 的 ATP 生成 得 率 ， 即 每 消耗 lmol 基质 所 生成 ATP 的 量 ， 单 位 为 mol .mol 。 

通过 在 复合 培养 基 中 进行 厌 氧 发 酵 的 实验 发 现 ，m 值 与 微生物 及 底 物 种 类 几乎 无 关 ， 
基本 上 是 一 个 常数 ， 即 了 me=10g. mol-:。 由 此 , 式 (3-15) 可 推算 为 

Ww We Yas ~ 10 Yams (3-16) 
Ms Ms 

根据 式 (3-16) ， 如 果 能 够 计算 出 1mol 底 物 生 成 ATP 的 摩尔 数 Ympys ， 就 能 够 求 出 ys， 
在 实际 应 用 中 可 以 据 此 来 预计 一 定量 的 底 物 得 到 的 菌 体 量 。 

4. 以 有 效 电子 数 为 基准 的 菌 体 得 率 ”微生物 反应 属于 氧化 还 原 反应 ,可 以 根据 底 物 的 
氧化 程度 来 评价 菌 体 得 率 ， 因 此 ， 在 微生物 反应 计量 中 ， 可 以 用 底 物 完全 和 氧化 失去 每 摩尔 有 
效 电子 时 的 菌 体 生成 量 来 表征 菌 体 得 率 ， 称 为 以 有 效 电 子 数 为 基准 的 菌 体 得 率 Y,,. ， 表 
示 为 


=0.60(g.g') 


(3-15) 


Yre = 


273 
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_ 生成 细胞 的 质量 _ Ys 
” ”基质 失去 的 有 效 电子 数 ”Ys 
式 中 ,Ys 是 底 物 代谢 时 所 获得 的 有 效 电 子 数 。 在 介绍 生物 反应 还 原 度 时 曾 对 有 效 电 子 数 
进行 过 定义 ， 有 效 电子 数 也 可 以 用 1mol 底 物 完全 氧化 时 所 需 氧气 摩尔 数 的 4 售 来 确定 ， 例 
如 ，lmol 葡萄 糖 完全 氧化 需要 6mol 0,， 葡 萄 糖 的 有 效 电子 数 了._,s =6 x4 =24。 

研究 人 员 分 析 了 79 种 微生物 的 7,._ 值 ， 得 到 了 ,的 平均 值 为 3.07g. mol”'， 其 中 有 69 
个 样品 以 C ~ Ce 为 碳 源 。 人 研究 人 员 总 结 了 不 同 微生物 在 不 同 碳 源 上 的 菌 体 得 率 ， 发 现 当 底 
物 的 碳 原子 数 更 低 (Ci ~ C3) 时， 又,。 值 更 低 。 造 成 这 种 现象 的 原因 可 能 有 3 个 : 一 是 细 
胞 摄取 同等 质量 的 碳 源 时 ， 碳 原子 数 含 量 低 的 碳 源 要 消耗 更 多 的 能 量 (ATP) ; 二 是 碳 原子 
数 含量 低 的 碳 源 分 解 代谢 产生 的 ATP 较 少 ; 三 是 用 碳 原子 数 含量 低 的 化 合 物 为 碳 源 时 ， 微 
生物 反应 需要 消耗 更 多 的 能 量 来 合成 菌 体 中 的 大 分 子 物 质 (如 DNA、RNA 和 和 蛋白 质 等 )， 
7,。- 值 也 会 降低 。 


3. 3.2 微生物 反应 的 代谢 产物 得 率 


微生物 反应 过 程 中 代谢 产物 得 率 ( metabolite yield) 的 计量 可 采用 与 菌 体 得 率 相同 的 广 
法 ， 但 通常 以 底 物 消耗 为 基准 来 定义 ， 即 
y = 生成 代谢 产物 的 质量 _ Am _ 严 pa 
"消耗 基质 的 质量 “二 Ams ”六 
式 中 ;Js 是 消耗 1g 或 者 1mol 基质 所 获得 的 代谢 产物 量 ，Ame 和 - Ams 分 别 表示 代谢 产 
物 和 基质 的 质量 改变 量 ，m 表示 代谢 产物 生成 速率 ，r 表示 基质 消耗 速率 ,以 g . L-! . 
h- :为 单位 。 

在 以 获得 某 种 代谢 产物 为 目的 的 发 醇 过 程 中 ， 最 理想 的 状态 是 底 物 的 消耗 完全 用 于 代谢 
产物 的 合成 ， 那 么 从 理论 上 讲 ， 微 生物 反应 的 代谢 产物 得 率 可 达到 最 大 值 ， 该 值 被 称 为 理论 
代谢 产物 得 率 yo” 。 Ys" 可 根据 微生物 反应 的 计量 关系 求 得 。 例 如 ， 醇 母 菌 利用 葡萄 糖 进行 
乙醇 发 酬 时， 如 果 葡 萄 糖 全 部 转化 成 乙醇 ， 反 应 平衡 式 可 表示 为 

CeHis06 — 2C,H;OH +2C0, 


Y, (S17 


可 得 
ee = =0.5lg* g-! 
又 如 ， 谷 氮 酸 棒 杆 菌 利 用 葡萄 糖 和 氨 合 成 谷 氨 酸 的 代谢 途径 为 : 
葡萄 糖 +2ADP + 2Pi 一 一 2 丙酮 酸 +2ATP 
丙酮 酸 +NAD 一 一 乙酰 CoA +CO, + NADH+H? 
丙酮 酸 + CO, + ATP 一 一 草 酰 乙 酸 +ADP +Pi 
乙酰 CoA + 草 酰 乙 酸 +NAD 一 一 a- 酮 戊 二 酸 + CO, +NADH + 于 * 
ao- 酮 戊 二 酸 +NADPH + H+ + NH, 一 一 谷 氨 酸 +NADP* +H,0 
净 反 应 可 表示 为 


CeHsOc+ NH; 0， + ADP + Pi + NADPH +2NAD’ 


——> CsH,OsN + CO, +3H,0 + ATP +2NADH + NADP* + 了 + 
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可 得 : 
We =180 0.82 (ge 
通过 举例 可 知 ， 如 果 用 微生物 反应 的 计量 关系 来 求解 芍 & ， 就 必须 了 解 相关 的 代谢 途 
径 。 但 通常 情况 下 ， 微 生物 反应 的 代谢 途径 是 很 难 掌 握 的 ， 这 时 ， 玖 & 可 以 根据 碳 源 衡 算 和 
反应 动力 学 参数 进行 计算 〈 即 3.4. 1 节 中 的 定义 和 求解) 。 
对 于 生成 抗生素 、 核 酸 、 维 生 素 、 酶 等 少量 代谢 产物 的 发 醇 过 程 ，ms 值 非常 低 ， 而 且 
很 难 列 出 反应 平衡 式 对 该 过 程 进行 计量 ， 因 此 ， 在 这 些 发 醇 中 ， 更 为 重视 产物 的 回收 率 ,而 
不 太 考虑 计量 关系 。 在 分 批 培养 中 ， 若 容积 固定 ， 产 物 的 回收 率 就 是 收获 时 的 浓度 。 
微生物 生长 和 代谢 过 程 中 得 率 系数 的 大 小 与 细胞 的 遗传 和 生理 特性 、 破 源 的 性 质 、 底 物 
的 分 解 代谢 途径 等 多 种 因素 有 关 。 表 3-5 汇集 了 部 分 得 率 系数 的 定义 Ys 可 用 于 比较 不 同 
底 物 的 转化 效率 ;Y 则 表示 底 物 中 的 碳 转化 为 细胞 中 的 碳 的 转化 效率 ， 通 过 Yur 的 定义 把 
细胞 的 生长 效率 与 代谢 相关 联 ， 表 示 了 反应 的 能 量 需 求 ，Y,。 则 把 底 物 在 微生物 氧化 还 原 反 
应 中 得 到 的 可 利用 的 能 量 与 生长 效率 相 联系 。 
表 3-5 ”部 分 得 率 系数 的 定义 


定义 
消耗 1g 或 者 1mol 基质 所 获得 的 菌 体 量 
消耗 1g 0, 所 获得 的 菌 体 量 
消耗 1g 底 物 碳 原子 所 获得 的 菌 体 碳 原子 的 量 


消耗 1mol ATP 所 获得 的 菌 体 量 

消耗 lmol 有 效 电 子 所 获得 的 菌 体 量 

消耗 1g 或 者 1mol 基质 所 获得 的 代谢 产物 量 
消耗 1g 0, 所 获得 的 代谢 产物 量 


3.4 微生物 反应 的 质量 衡 算 


3.4.1 碳 源 衡 算 


碳 源 是 发 酵 过 程 中 消耗 量 最 大 的 底 物 ， 往 往 在 发 酵 成 本 中 占有 较 大 的 份额 。 在 微生物 反 
应 过 程 中 ， 碳 源 的 消耗 ( Amc) 主要 用 于 满足 于 微生物 菌 体 生长 的 需要 [(Amc)e]、 生 成 
代谢 产物 的 消耗 [( Amc)s] 和 维持 微生物 生存 的 消耗 [(Amc)w]。(Amc)w 的 消耗 为 细胞 
提供 了 维持 能 ， 即 为 了 维持 细胞 内 、 外 化 学 物质 梯度 、 细 胞 的 运动 、 胞 外 物质 向 胞 内 的 主动 
和 运输、 修复 受 损 的 分 子 和 结构 等 与 细胞 生长 没有 直接 关系 的 生理 活动 所 需要 的 能 量 。 微 生物 
反应 的 碳 源 消耗 可 表示 为 


Amc = (CAmc)e + (Amc) + (CAmc)w (3-19) 
转化 为 微分 形式 ,方程 两 侧 同 除 以 dz， 得 
dAmc 下 ( dAmc ( dAmc ( dAmc 
dt dt ) Th | Tg | 2 


好 
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若 从 碳 源 被 同化 为 菌 体 的 观点 来 定义 菌 体 得 率 ， 可 得 
生成 细胞 的 质量 Amx 
Y= 用 于 约 有 合成 的 碳 源 消 薄 量 ” 二 (Am 
式 中 ，Y, 是 以 用 于 细胞 生长 所 消耗 碳 源 为 基准 的 菌 体 得 率 ， 由 于 -(Ame)。 < - Amc， 故 
Y。> Ys， 所 以 将 Y 称 为 最 大 菌 体 得 率 或 最 大 菌 体 得 率 系数 。 对 于 特定 的 微生物 ，Y, 受 环 
境 变化 的 影响 很 小 ， 基 本 上 是 一 个 常数 ， 也 被 称 为 得 率 常 数 。 
同样 ， 以 用 于 代谢 产物 合成 所 消耗 碳 源 为 基准 可 以 定义 最 大 产物 得 率 系数 了， 可 得 : 
y -生成 代谢 产物 的 质量 Am 


(3-21) 


”= 用 于 代 而 产物 合成 的 碳 源 消 邦 重 ” 二 (Am 0 
相对 于 实际 得 率 系数 Ys 和 Ybys，Y。6 和 无 又 称 为 理论 得 率 系数 。 
根据 对 理论 得 率 系数 的 定义 ， 式 (3-20) 可 变 为 
dAmc _ 1 {dAmx 1 fdAmn . 
dt -让 dt 上 二 dt +m x G23) 
两 侧 同 除 以 my ， 得 
这 十 7 +m (3-24) 


式 中 : gs 和 分 别 表示 碳 源 的 比 消耗 速率 和 代谢 产物 的 比 生 产 速率 ， 即 相对 于 生成 lg 干 菌 体 
所 对 应 的 碳 源 消耗 速率 和 产物 生产 速率 ; 为 微生物 的 比 生长 速率 ; m 是 碳 源 维持 常数 ， 即 
1g 微生物 细胞 在 单位 时 间 内 维持 生存 所 需 碳 源 的 量 。 

在 以 获得 微生物 细胞 为 目的 的 微生物 反应 过 程 中 ， 代 谢 产物 的 积累 可 以 忽略 不 计 ， 
式 (3-24) 可 以 简化 为 


ds = yr +m (3-25) 
1 1 m 

或 ee (3-26) 
Ys Ye 内 


3. 4. 2 ” 碳 元 素 衡 算 
根据 微生物 反应 质量 平衡 可 以 对 参加 反应 的 碳 元 素 进 行 衡 算 ， 即 . 


(hh G27) 
式 中 : Ameo, 表 示 C0, 的 质量 改变 量 ;，a, 、a, 、a 和 oa 分 别 表 示 基 质 、 菌 体 、 代 谢 产物 和 
C0, 中 的 碳 含量 。 
式 (3-27) 的 两 侧 同 除 以 mx ， 得 
dsQ1 = HQ + IpQ3 + gco)Q4 (3-28) 
式 中 ，gco, 表 示 C0, 的 比 生 产 速率 。 


3. 4.3 和 氧 衡 算 


微生物 反应 过 程 中 的 耗 氧 量 由 3 部 分 组 成 ， ei 
， 一 部 分 为 生长 菌 体 的 耗 氧 量 ， 男 一 部 分 为 产物 耗 氧 量 。 昌 
Amo, 三 CAmo,)c 本 (Amo, )p 十 me 多 (3-29) 


二 
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转化 为 微分 形式 ， 方 程 两 侧 同 除 以 dt， 得 : 


dAmo, | 和 | 区 a 
di de 人 二 入 0 入 
将 相对 于 氧 的 细胞 和 产物 得 率 常数 分 别 定义 为 
Am Am 
到 一 村 
”CAmo)e ly — CAmo,) 


式 (3-30) 可 变 为 
dAmo, 1 GG | Ew 


df 一 Yo 


): 击 0 志 祈 % (3-31) 
两 侧 同 除 以 my ， 得 
| 1 
Yo = FH + 六 ge + mo (3-32) 
PO 


式 中 : go, 表 示 0, 的 比 消耗 速率 ， 即 相对 于 生成 lg 干 菌 体 所 对 应 的 0, 消耗 速率 ; mo 是 氧 
维持 常数 ， 即 1g 微生物 细胞 在 单位 时 间 内 维持 生存 所 需 0, 的 量 。 

由 上 述 质 量 衡 算 可 以 看 出 ， 通 过 微生物 反应 计量 中 的 碳 源 衡 算 、 碳 元 素 衡 算 和 氧 稀 算 ， 
可 以 将 细胞 生长 、 基 质 消耗 和 产物 生成 的 动力 学 之 间 进 行 关联 。 通 过 测定 微生物 反应 过 程 中 
微生物 比 生长 速率 、 基 质 消耗 速率 、 产 物 生成 速率 和 CO, 释放 速率 等 ， 也 可 以 确定 该 反应 
的 理论 得 率 或 实际 得 率 ， 从 而 有 助 于 反应 平衡 式 的 确立 。 


3.5 ”微生物 反应 的 能 量 代谢 与 计量 


在 微生物 反应 中 ， 目 的 产物 的 生成 不 仅 取决 于 相关 代谢 路 径 的 活性 ， 还 要 遵循 热力 学 定 
律 。 通 过 热力 学 分 析 ， 可 以 预测 微生物 的 生长 或 者 某 个 代谢 反应 是 否 能 够 自发 进行 、 所 需要 
的 反应 条 件 是 什么 ， 大 致 确定 重要 的 反应 参数 ， 并 且 对 微生物 反应 的 经 济 性 进行 理论 估计 。 
热力 学 分 析 对 生物 反应 过 程 优 化 有 极为 重要 的 意义 ， 在 实际 生产 或 试验 中 ， 可 以 将 热力 学 预 
测 值 作为 参考 ， 如 果实 测 值 与 预测 值 的 差距 很 大 ， 说 明 该 反应 过 程 还 有 很 大 的 优化 空间 。 微 
生物 反应 是 放 热 反应 ， 在 反应 过 程 中 ， 底 物 所 含有 的 能 量 总 有 一 部 分 以 热量 的 形式 释放 到 环 
境 中 。 为 了 保持 合适 的 环境 温度 ， 应 根据 微生物 反应 的 放 热情 况 在 生物 反应 器 中 设置 热 交换 
器 ， 及 时 移 除 细胞 释放 的 反应 热 。 研 究 微生物 能 量 代谢 和 能 源 、 物 质 利 用 之 间 的 计量 关系 ， 
能 够 为 生物 反应 器 的 设计 提供 必需 的 基本 信息 。 


3.5.1 生物 能 学 与 热力 学 基础 


在 热力 学 中 ， 将 一 部 分 物体 从 其 他 部 分 中 划分 出 来 ， 作 为 研究 对 象 ， 这 部 分 物体 称 为 系 
统 ， 例 如 ， 生 物 反 应 器 或 者 细胞 都 可 被 看 做 系统 。 而 系统 以 外 的 部 分 称 为 环境 ， 与 系统 有 着 
直接 的 相互 作用 。 根 据 系统 和 环境 之 间 是 否 有 物质 和 能 量 的 交换 ， 系 统 可 分 为 3 种 类 型 : 即 
与 环境 之 间 既 有 物质 交换 也 有 能 量 交换 的 “开放 系统 ”; 与 环境 之 间 只 有 能 量 交换 而 没有 物 
质 交换 的 “密闭 系统 ”; 以 及 与 环境 之 间 既 无 物质 交换 也 无 能 量 交换 的 “隔绝 系统 ”。 活 的 
细胞 能 够 从 周围 环境 摄取 营养 物质 ， 产 生 各 种 代谢 产物 并 释放 反应 热 ， 因 此 ， 生 物体 都 属于 
开放 系统 。 

某 一 热力 学 系统 的 状态 是 系统 的 物理 性 质 和 化 学 性 质 的 综合 表现 ， 在 热力 学 上 用 一 系列 
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状态 函数 来 描述 系统 所 处 的 状态 ， 如 热 始 和 录 。 状 态 函 数 的 改变 量 只 取决 于 系统 的 始 态 和 终 
态 ， 而 与 状态 变化 的 过 程 无 关 。 热 炊 (enthalpy) ,简称 炊 ,用 万 表示 ,代表 了 系统 的 内 能 
(U) 与 该 系统 的 压力 (P)、 体 积 (V) 乘积 之 和 ， 即 


H=U+PV (3-33) 
热力 学 第 一 定律 指出 ， 能 的 形式 只 能 互相 转变 不 能 消灭 ， 用 数学 式 表 示 为 
AUVU=0-W (3-34) 


式 中 : 0 表示 系统 吸收 的 热量 ; 到 表示 系统 做 出 的 功 。 根 据 式 (3-33) 和 式 (3-34) 可 得 ， 
对 于 在 定 压 下 只 做 体积 功 的 反应 ， 烩 变 (AZ) 等 于 该 反应 的 反应 热 (@) ， 也 就 是 说 ， 反 应 
过 程 中 系统 吸收 或 放出 的 热量 在 数值 上 等 于 系统 的 烩 变 。 绝 大 多 数 生物 反应 的 体积 变化 很 
小 ， 可 近似 看 成 定 压 定 容 过 程 ， 此 时 ， 灼 变 约 等 于 内 能 的 变化 (AU)。 因 而 ,在 生物 反应 
中 常常 忽略 AH 和 AU 的 差别 ， 而 简称 某 一 反应 的 能 量变 化 。 


粹 用 5 表示 ， 是 代表 系统 有 序 程度 的 状态 函数 。 对 于 可 逆 过 程 , As =《 


六 或 dS = 


39m ,而 在 不 可 逆 过 程 中 ,AS > 全 或 48 > 8 。 其 中 ，0@ 表示 系统 的 反应 热 ，7 是 系统 的 


绝对 温度 。 

细胞 内 发 生 的 生物 反应 都 遵循 热力 学 定律 。 热 力学 第 二 定律 表述 为 “一 切 自发 过 程 ， 
总 的 结果 都 是 向 着 整体 混乱 度 增加 ( 人 增 大 ) 的 方向 进行 ,用 数学 式 表 示 为 AS >0”。 因 
此 ， 某 过 程 的 自发 性 取决 于 总 体 箭 的 变化 。 在 研究 胞 内 反应 是 否 能 够 自发 进行 时 ， 很 难 用 依 
这 个 状态 函数 来 衡量 过 程 的 自发 性 ， 这 是 因为 炉 变 不 易 测量 ， 它 需要 由 环境 焙 变 和 体系 信 变 
两 个 值 求 得 。 此 外 ， 反 应 过 程 的 自发 性 也 不 能 单单 通过 系统 的 炉 变 来 确定 。 对 于 放 热 过 程 来 
说 ， 系 统 放出 热量 时 (AH <0)， 系 统 的 炉 降 低 (AS,, <0), 但 该 过 程 仍然 可 能 自发 进 
行 。 这 是 因为 ， 如 果 环 境 中 信 的 增加 大 于 系统 中 信 的 降低 ， 则 总 体 上 炉 是 增 大 的 ， 反 应 可 自 
发 进行 。 例 如 ， 变 性 的 蛋白 质 可 自发 折 秋 成 有 序 性 更 高 的 天 然 构 象 ， 该 过 程 AS,, <0。 

由 于 用 丧 变 来 判断 反应 过 程 的 自发 性 存在 困难 ， 因 此 ， 在 热力 学 上 引入 了 一 个 新 的 状态 
函数 来 进行 自发 性 判定 ， 即 Gibbs 自由 能 AC， 其 数学 式 为 

AG = AH -TA5S (C335 

A 刀 是 系统 的 烩 变 ，AS 是 系统 的 炉 变 。 在 定 温 、 定 压条 件 下 ， 系 统 Gibbs 自由 能 的 减少 
等 于 系统 所 做 的 最 大 有 效 功 。 绝 大 多 数 生 物 反应 都 是 在 定 温 、 定 压条 件 下 进行 的 ， 其 自发 性 
指标 是 AG<0。 自 发 过 程 ，AG <0， 是 释放 能 量 的 过 程 ， 系统 对 环境 做 功 ;， 非 自发 过 程 ， 
AG >0， 是 吸收 能 量 的 过 程 ， 必 须 由 环境 提供 能 量 才 能 进行 ;， Ac =0 时 ， 系 统 处 于 平衡 状 
态 ， 即 正 向 和 逆向 反应 达到 平衡 。 需 要 特别 注意 的 是 ，Gibbs 自由 能 会 随 温度 发 生变 化 。 
可 以 用 温度 对 自由 能 的 影响 来 解释 “在 特定 温度 下 和 蛋白 质变 性 自发 进行 ”的 现象 。 和 蛋白 
质 从 变性 状态 折 垂 成 天 然 状 态 ，AH 和 AS 都 是 负 值 ， 当 温度 满足 AH 大 于 TAS 时 ， 折 番 
过 程 的 自由 能 是 正 值 ， 因 而 逆向 反应 ( 即 变性 过 程 ) 是 自发 的 ， 即 天 然 蛋 白质 的 变性 自 
发 进行 。 

还 要 注意 的 是 ， 一 个 热力 学 上 预示 可 以 自发 进行 的 过 程 ， 并 不 意味 着 这 个 过 程 已 经 在 进 
行 ， 一 个 过 程 是 否 真正 进行 还 要 看 是 否 存在 适当 的 条 件 。 即 使 AG 是 一 个 相当 大 的 负 值 也 不 
能 说 明 一 个 化 学 反应 能 够 以 一 定 的 速率 自发 进行 。 例 如 ， 对 于 葡萄 糖 被 ATP 磷酸 化 生成 6- 
磷酸 葡萄 糖 的 反应 ， 该 过 程 自 由 能 的 变化 是 一 个 很 大 的 负 值 ， 但 是 ， 如 果 没 有 己 糖 激酶 的 催 
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仅仅 把 葡萄 糖 和 ATP 混合 在 一 起 ,该 反应 并 不 能 发 生 。 类 似 地 ， 和 蛋白 质 、 核 酸 、 糖 类 

脂 类 等 生物 大 分 子 的 水 解 具 有 热 不 稳定 性 ， 但 它们 很 少 会 自发 水 解 。 只 有 加 入 水 解 酶 时 ， 
thi 作为 催化 剂 ， 酶 的 作用 是 提高 反应 达 类 到 热平衡 的 速率 ， 酶 
并 不 能 改变 反应 的 AG， 更 不 能 令 一 个 AG 为 负 值 的 反应 发 生 。 


3.5.2 微生物 反应 热 的 计量 


微生物 反应 是 放 热 反应 。 在 微生物 生长 过 程 中 ， 大 部 分 热量 来 源 于 作为 碳 源 或 能 源 的 有 

机 物 的 降解 。 在 分 解 代谢 中 ， 自 由 能 显著 降低 ， 反 应 释放 的 能 量 一 部 分 储存 在 ATP 或 其 他 
高 能 化 合 物 的 高 能 键 中 ， 为 细胞 成 分 的 合成 和 其 他 代谢 活动 提供 能 量 ; 另 一 部 分 以 热 的 形式 
释放 。 当 微生物 利用 ATP 为 细胞 提供 能 量 时 ， 也 有 热量 释放 。 微 生物 反应 产生 的 热量 被 称 
为 反应 热 〈 或 代谢 热 、 发 酵 热 ) 。 反 应 热 的 变化 能 够 反映 细胞 代谢 活动 的 特征 和 新 陈 代谢 反 
应 的 进程 。 反 应 热 是 微生物 反应 的 重要 参数 ， 利 用 反应 热 可 以 对 细胞 能 量 代谢 的 调节 机 制 进 
行 分 析 ， 计 算 反应 过 程 的 能 量 效率 ， 还 能 为 微生物 反应 传 热 器 设计 提供 必需 的 基本 信息 。 但 
实际 上 不 常 检测 微生物 反应 热 ， 因 为 测定 这 个 参数 很 复杂 ， 存 在 许多 困难 。 通 常 使 用 更 为 方 
便 的 推算 法 ， 即 根据 质 能 平衡 及 相关 规律 ， 利 用 微生物 反应 过 程 中 可 测定 参数 对 反应 热 进 行 
底 物 消耗 和 代谢 产物 生成 为 基准 ， 可 以 根据 各 种 物质 的 燃烧 热 来 推算 微生物 反应 过 程 
人 生物 反应 可 近似 看 成 定 压 定 容 过 程 ， 若 设 微生物 反应 中 基质 成 分 的 变化 量 分 别 是 


Ams 、Ams 、Ams 、…、Ams,， 各 种 代谢 产物 的 增加 量 为 Am 、Amm 、Amn 、… 、Amn,， 
菌 体 增加 量 为 Amx ， 则 该 过 程 的 反应 热 可 用 公式 表示 为 
Q@= 之 (ARBs)(-Ams) - 2 (AH;)(Ams,) - (AHy) (Amx) (3-36) 
i=1 j=1 


式 中 : AHs 和 AH 分 别 是 基质 S; 和 代谢 产物 Si 的 标准 燃烧 热 (kJ . g … ) ;AHx 是 细胞 的 
标准 燃烧 热 (kJ . g … ) ; 反应 热 @ 的 单位 是 杂 .L"'; -Ams,、Amzp, 和 Amx 的 单位 是 
5“ 1 o 

通常 ， 各 种 物质 的 燃烧 热 可 以 从 化 工 手 册 等 相关 资料 中 查 到 ( 表 3-6)。 在 没有 实验 数 
据 的 情况 下 ， 有 机 物 的 燃烧 热 可 根据 以 下 规律 计算 : 四 分 子 中 的 C 一 C 键 和 C 一 H 键 ， 每 摩 
尔 电 子 产生 108. 99kJ 热能 ; @ 分 子 中 的 C= 二 0、CHOH 和 CHOH， 每 摩尔 电子 分 别 多 产生 
81. 59kJ 、54. 39kJ 和 54. 39kJ 的 能 量 。 上 述 计算 值 与 实验 值 的 相对 偏差 很 小 。 微 生物 细胞 的 
燃烧 热 一 般 是 未 知 的 ， 可 以 通过 在 含 氧 的 弹 式 量 热 器 中 燃烧 细胞 来 确定 ， 各 种 微生物 菌 体 燃 
烧 得 到 的 平均 值 AH; = -22. 15kJ. g 一 。 如 果 微 生物 细胞 组 成 已 知 ， 细 胞 燃烧 热 也 可 以 用 
有 机 物 燃 烧 热 的 方程 进行 计算 ， 即 : 


460.24RNe 
“= 列 砚 丙 麻 尔 质 量 
式 中 ，R, 表示 细胞 的 还 原水 平 ， 表 示 为 
_ 2Ne + Na/2 - No 
和 == (3-38) 


2Nc 
式 中 ，Ne、Na 和 No 是 细胞 经 验 分 子 式 中 C、H 和 0 原子 数 。 
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表 3-6 常见 化 合 物 在 标准 状态 下 的 燃烧 热 * 
燃烧 热 (kJ .mol ) 燃烧 热 (kJ .mol ) 
一 890. 3 —1171.5 


—726.8 , —1151 


一 1366. 1 -1338.9 


—1664.4 一 1494. 1 


-561.1 -1338.9 


—1166.5 ~ —2349.3 


—1825.5 半 导 一 2806.2 


一 263.2 -2815.8 


-972.8 民 李 一 3005.4 


一 1364 芽 —5649.2 
* 标准 状态 指 温度 为 298K， 压 力 为 一 个 大 气压 。 


3. 5.3 以 总 有 效能 量 为 基准 的 菌 体 得 率 


微生物 反应 过 程 的 总 有 效能 量 指 生长 过 程 中 异化 代谢 的 能 量 与 菌 体 含有 的 能 量 之 和 。 阁 
以 微生物 反应 过 程 的 总 有 效能 量 为 基准 ， 可 以 定义 菌 体 得 率 了 为 
Amx 


Y= (3-39) 


Pam, )(- Am's) - Bah, ) (Ams) + (~ AHx) (Amy) 


式 中 : 总 是 生 成 1 总 有 效能 量 所 获得 的 苗 体 得 率 ; AH's 和 - Am's 表示 参与 异化 代谢 的 底 
物 的 标准 燃烧 热 和 质量 变化 。Y， 的 概念 在 微生物 培养 中 很 重要 ， 反映 了 微生物 反应 过 程 对 
能 量 的 利用 情况 。 由 于 在 微生物 反应 中 ， 其 他 物质 异化 代谢 产生 的 能 量 比 碳 源 要 小 得 多 ,为 
了 简化 讨论 ， 通常 认 为 培养 基 中 只 有 一 种 碳 源 充当 能 源 ， 则 式 (3-39) 可 写 为 


A 
Y= x (3-40) 


(AW) (~ Ams) ~ D(A) (Ams) + (~ As) Ams) 
微生物 好 氧 培养 时 ， 无 i 双 在 基本 培养 基 上 还 是 复合 培养 基 上 ， 分 解 代谢 产生 的 能 量 与 反 
过 程 所 消耗 的 氧 成 正比 ， 可 以 用 呼吸 反应 的 烩 变 来 表示 ， 即 


(CAS) (~ Am's) — P(A, ,)) (Ams,) = (~ AHS )(- Amo,) (3-41) 
式 中 : AH6 为 微生物 呼吸 ( 耗 氧 ) 反应 的 烩 变 ; - Amo, 为 0, 的 消耗 量 。 式 (340) 可 写成 
Amy Yo, 


Ws ; = - (3-42) 
(- AHo )(- Amo,) + (~ AHy)(Amx) (— AHo ) + (- AHy)Yyo, 


在 微生物 反应 中 ， 绝 大 多 数 的 能 量 来 源 于 碳 源 。 微 生物 在 复合 培养 基 上 厌 氧 培养 时 ， 通 
常 培养 基 中 有 足够 的 合成 细胞 结构 物质 的 单 体 ， 此 时 碳 源 仅 作 能 源 ， 则 式 〈3-40) 可 变 为 


y, - Amx 


(~ AHs) (~ Ams) - (~ Ap)(Ams) + (~ AHy) (Amx) 
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y 
= XS (3-43) 


(- AHs) - PCa, ,) Yeys + ( — AHy ) Ys 
微生物 在 基本 培养 基 上 厌 氧 培养 时 ， 碳 源 既 作为 能 源 ， 又 作为 构成 细胞 的 材料 。 若 该 反 


应 没有 利用 空气 中 的 CO, ， 则 有 


( ~ Ams.) = Amx (3-44) 
式 中 : -Ams. 是 转化 成 细胞 碳 的 底 物 的 量 ; w 是 碳 源 中 所 含 碳 元 素 的 量 (gg ) ; o 是 菌 
体 所 含 碳 元 素 的 量 (gg …) 。 这 样 作为 能 源 的 碳 源 消耗 为 
(-Ams) - (-Ams) = (-Ams) -Amx= (-Ams) [1-SYs] (345) 
a Qi 
此 时 的 菌 体 得 率 7 为 : 


名 二 Amx 


(~ AH;s) (~ Ams) [1 -Sys]- 之 (- Amm)(Ams) + (As) (Amx) 
1 A 


去 Ys 
(- AH.,) [ 一 |- > (= Ai) Ys + (— AHy ) Ys 
j=1 
例 3-6 醒酒 醇 母 在 复 合 培养 基 中 以 区 萄 精 为 能 源 厌 氧 培养 反应 平衡 式 为 : 
Ce Hi,O06 +1.0020, +0.284NH; 一 一 1. 670CH, #00 No +1.065C,HeO +1.65H,0 +2. 196C0O, 
已 知 细胞 的 燃烧 热 AHk = -22. 93kJ . g 一 ， 试 计算 Ys 和 Yj。 
解 ” 根 据 反 应 平衡 式 ， 可 得 : 


Ys = EE = 40.48g ,mol 


由 相关 物理 化 学 手册 可 知 : 
AHcmo0s = -2815.8kJ ， mol-: 


(3-46) 


AHcao = -1366. 1kJ + mol 
则 : (~ AH,)Yss = 1366.1 x 1.065 = 1454. 9kJ + mol 
根据 式 (3-43): 


_ 40. 48 _ 四 
Yu = 3815.8 -1454.9 +22.93 xd0.48 = 0* 0l88° kJ 


本 章 小 结 

微生物 反应 遵循 质量 和 能 量 守恒 定律 ， 根 据 质 能 平衡 可 以 对 微生物 反应 过 程 中 的 质量 和 
能 量 进行 计量 。 本 章 重点 介绍 了 反应 平衡 式 、 得 率 系 数 和 反应 热 的 相关 计量 方法 。 通 过 微 生 
0 可 以 将 细胞 生长 、 基 质 消耗 和 产物 生成 的 动力 学 之 间 进 行 关联 。 质 能 平 
衡 和 计量 不 仅 对 生物 反应 过 程 优化 有 极为 重要 的 意义 ， 还 能 够 为 生物 反应 器 的 设计 提供 必需 
的 基本 信息 。 质 能 平衡 原理 在 化 工 领域 被 广泛 地 应 用 于 评价 化 学 反应 或 者 生物 反应 过 程 的 可 


行 性 。 
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习 题 


1. Saccharomyces cerevisiae 某 菌株 在 葡萄 糖 培养 基 上 进行 大 氧 发 酵 时 ， 主 要 的 代谢 产物 
为 乙醇 和 甘油 ， 其 微生物 反应 平衡 方程 表示 为 : 

CH,0 (葡萄 糖 ) +0.017NH; 一 一 0.140X ( 菌 体 ) +0.255C,H0O (乙醇 ) 
+0. 025C;Hs0，( 甘 油 ) +0.038H,0 +0.275C0， 

求 该 菌株 的 细胞 分 子 式 X。 

2. 研究 发 现 光 合 紫 细菌 由 56% 碳 、7% 氧 、12% 气 、16% 氧 、9% 灰分 (质量 分 数 ) 组 
成 。 求 具有 这 样 一 个 元 素 组 成 的 生物 质 的 还 原 度 y。 

3. 在 啤酒 酵母 的 生长 实验 中 ， 消 耗 0. 2kg 和 葡萄糖， 得 到 0. 0746kg 酵母 细胞 (分 子 式 为 
CH, 0。,Nos ) ， 释 放 0. 121kg CO, ， 并 消耗 了 0. 0672kg 0, ， 试 写 出 反应 平衡 式 ， 并 求 出 : 
QD 菌 体 得 率 Ys; 呼吸 商 RQ。 

4. 某 细 菌 的 经 验 分 子 式 为 CH ;0604 No 1s， 以 葡萄 糖 为 基质 好 氧 培养 时 ， 菌 体 得 率 Ys 
为 85g. mol”，Yywo,s 为 39g* mol”'， 且 在 培养 中 除 C0, 和 H,0 外 没有 代谢 产物 生成 。 请 解 
答 以 下 问题 : 中 列 出 该 反应 平衡 式 ;@) 在 分 批 培养 时 ， 初 始 条 件 下 系统 中 含有 0. 01g 菌 体 
(CDW) 和 20mmol 葡萄 糖 。 过 夜 培养 至 稳定 期 后 ， 系 统 中 总 的 菌 体 量 为 1.0g (CDW)。 求 
最 终 培 养 基 中 剩余 多 少 葡萄 糖 。 
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5. 大 肠 杆菌 分 批 培 养 ， 初 期 培养 基 中 含有 10g . 二 :葡萄糖 、2g .LINH 和 0.1g .EL 
菌 体 。 培 养 结束 后 培养 基 中 剩余 0. 1g . 工 一 葡萄 糖 ， 并 收获 干 菌 体 5. lg . 工 -: 。 通 过 元 素 分 
析 可 得 大 肠 杆菌 的 元 素 组 成 (质量 分 数 ) 为 53% C、7.3% H、12.0% N、19.0% 0 和 
8.7% 灰分 。 请 解答 以 下 问题 : 中 分 别 以 葡萄 糖 和 NH; 为 基准 计算 菌 体 得 率 ; @ 写 出 反应 平 
衡 式 ; @@ 假 定 所 有 不 参与 菌 体 生成 反应 的 碳 源 都 用 于 能 量 生 成 ， 且 完全 氧化 为 C0,， 此 过 程 
中 每 摩尔 葡萄 糖 生成 38mol ATP。 求 以 ATP 为 基准 的 菌 体 得 率 。 

6. 干酪 乳 杆 菌 在 蛋白 肛 、 牛 肉 襄 为 主要 成 分 的 复合 培养 基 中 ， 分 别 以 葡萄 糖 和 甘露 醇 
为 能 源 厌 氧 培养 ， 结 果 见 下 表 。 试 分 别 计算 以 葡萄 糖 和 甘露 糖 为 能 源 时 ， 以 总 有 效能 量 为 基 
准 的 菌 体 得 率 7 。 


Js (mol' mol 一 ) (以 产物 /基质 计 ) a 
乙酸 乙醇 (以 细胞 /基质 计 ) 
62.0 


40.5 


(AHitgW = — 2816kJ + mol™', AHam = - 1363kJ + mol™', AHzm = - 870kJ . mol， 
AH,m = -1368kJ ， mol -1 ， AHiaw = 一 264kJ ， mol -1 ， AH 名 醇 = 一 3038kJ 。 mol -1 ， AHitt = 
—22. 15kJ . g )。 

7. 已 知 产 气 杆菌 以 葡萄 糖 为 碳 源 ， 菌 体 得 率 Ys =7. 27g. mol-'， 求 以 有 效 电子 数 为 基 
准 的 菌 体 得 率 Y,,。_ 。 

8. 厌 氧 培养 经 验 分 子 式 为 CH ;004s No is 的 酵母 菌 ， 分 别 以 葡萄 糖 和 氮气 为 碳 源 和 氮 源 ， 
可 能 的 产物 包括 菌 体 、 乙 醇 、CO, 和 H,O。 请 解答 以 下 问题 : 

(1) 计算 最 大 菌 体 得 率 (g .mol ) ， 并 列 出 获得 最 大 菌 体 得 率 时 的 反应 平衡 式 ; 

(2) 计算 最 大 产物 得 率 (g .mol ) ， 并 列 出 获得 最 大 产物 得 率 时 的 反应 平衡 式 。 

9. 以 葡萄 糖 为 唯一 碳 源 在 基本 培养 基 上 对 酵母 菌 进行 培养 ， 反 应 平衡 式 为 : 

CjH,0, +3NH, +0. 480, 一 一 2. 88CH ,0, s No 1 +4.32C0, +3.12H,0 

已 知 酵母 细胞 和 葡萄 糖 的 燃烧 热 分 别 为 -1.50 x104kJ .kg-: 和 -1.59 x104kJ .kg-1。 
求 。(g* g-，) 和 生成 1kg 细胞 量 时 的 反应 热 0。 

10. 某 酵母 菌 可 以 在 葡萄 糖 或 已 烷 上 生长 。 某 学 生 以 NH,; 为 氮 源 培养 酵母 菌 ， 并 测定 菌 体 
得 率 。 由 于 记录 时 粗心 ， 记 录 本 上 仅 写 了 以 葡萄 糖 或 已 烷 培 养 时 ， 以 碳 元 素 消耗 和 氮 元 素 消 
耗 为 基准 的 菌 体 得 率 Y. 和 六 \ 的 数值 ， 数 据 记录 如 下 所 示 : QD0.5g .5 ;0.8g 5; 
@11. 8g . g-，。 对 两 种 碳 源 培养 来 说 ， 以 NH, 为 基准 的 菌 体 得 率 是 一 样 的 。 请 帮助 该 学 生 
分 清楚 这 3 个 数值 分 别 是 以 什么 为 基准 的 菌 体 得 率 ， 简 述 分 析 过 程 。 已 知 该 菌株 菌 体 中 含有 
45% 的 碳 和 7. 0% 的 氮 。 
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【重要 概念 】 
代谢 途径 、 代 谢 网 络 、 代 谢 通 量 分 析 、 代 谢 控制 分 析 、 通 量 控制 系数 、 反 应 分 组 


微生物 是 地 球 上 分 布 最 广 的 物种 ， 其 种 属 多 样 性 和 遗传 多 样 性 决定 了 其 代谢 多 样 性 。 微 
生物 在 地 球 物质 循环 中 起 着 不 可 替代 的 关键 作用 , 在 38 亿 年 的 进化 过 程 中 获得 了 各 式 各 样 
的 营养 吸取 方式 ， 利 用 其 酶 系 可 以 分 解 利 用 生物 质 的 全 部 组 分 ， 在 一 个 复杂 的 代谢 网 络 与 调 
控 网 络 中 将 生物 质 转化 为 生物 能 源 〈 生 物 氧 、 生 物 乙 醇 、 生 物 柴 油 等 ) 、 重 要 的 化 工 原料 
(如 乙烯 、1,3- 丙 二 醇 等 ) 、 高 分 子 聚合 物 或 氨基 酸 、 维 生 素 、 具 有 重要 医药 用 途 的 生物 活性 
物质 等 产品 ， 微 生物 还 能 降解 环境 中 的 有 毒化 合 物 ， 修 复 被 石油 、 排 放 物 或 辐射 污染 的 水 源 
和 土壤 ， 恢复 生态 。 

但 是 ， 自 然 界 中 任何 一 种 微生物 的 酶 系 种 类 有 限 ， 转 化 效率 与 能 力 有 限 ， 人 们 往往 不 满 
足 于 其 自然 代谢 能 力 。 以 纤维 素 乙 醇 为 例 ， 众 所 周知 ， 以 可 再 生 的 木质 纤维 素 原 料 〈 如 玉 
米 芯 、 秸 秆 以 及 其 他 农林 废弃 物 等 ) 发 酵 生产 乙醇 是 降低 对 化 石 资 源 的 依赖 性 和 实现 资源 、 
能 源 多 元 化 的 重要 人 举措。 但是， 目前 发 现 的 能 够 直接 利用 木质 纤维 素 原 料 或 其 水 解 液 的 微 生 
物 菌 株 产 醇 能 力 很 低 ， 而 高 产 乙醇 菌株 则 不 能 直接 利用 木质 纤维 素 原料 及 其 水 解 液 。 因 此 ， 
一 种 可 行 的 办 法 就 是 通过 改造 微生物 基因 将 木质 纤维 素 利用 途径 与 乙醇 合成 途径 集成 到 一 
起 ， 人 工 定向 构建 一 种 能 够 高 效 利 用 木质 纤维 素 原料 生产 乙醇 的 工程 菌株 。 这 就 需要 了 解 相 
关 途 径 所 涉及 的 酶 或 基因 ， 哪 些 是 宿主 菌 已 有 的 ， 哪 些 是 需要 外 源 引 入 的 ， 分 别 需要 上 调 或 
下 调 多 少 才 能 使 工程 菌 最 大 限度 地 将 原料 转化 为 目的 产物 乙醇 。 

其 他 的 微生物 生产 菌株 也 面临 类 似 问题 ， 主 要 包括 : 

(1) 野生 型 菌株 代谢 速率 和 产物 积累 浓度 低 。 由 于 菌 体 在 自然 进化 过 程 中 所 需要 和 保 
留 的 代谢 途径 仅仅 为 了 满足 菌 体 生长 和 维持 ， 因 此 不 会 大 量 积累 特定 代谢 产物 。 

(2) 野生 型 菌株 产物 谱 广 ， 代 谢 产 物 往往 是 多 种 产品 的 混合 物 ， 直 接 用 于 工业 生产 时 ， 
分 离 目 的 产品 难度 较 大 。 

(3) 自然 界 中 微生物 的 进化 都 是 自然 进化 ， 速 度 慢 ， 随 机 性 强 ， 与 工业 生产 目的 性 强 
的 目标 不 符 。 

(4) 多 数 微生物 底 物 谱 较 罕 ， 一 般 偏 好 一 种 或 几 种 碳 源 ， 而 生物 质 成 分 复杂 ， 难 以 被 
一 种 菌 全 部 利用 。 

因此 ， 解 析 微生物 的 基因 、 蛋 白质 与 代谢 过 程 的 本 质 ， 认 识 并 改造 微生物 自然 代谢 能 
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力 ， 提 高 微生物 利用 各 种 生物 质 的 能 力 ， 并 经 过 人 为 的 重组 和 优化 ， 重 新 分 配 微生物 细胞 代 
谢 的 物质 流 和 能 量 流 ， 使 其 更 好 地 服务 于 人 类 社会 ， 成 为 生物 科学 研究 人 员 的 使 命 ， 是 保障 
经 济 可 持续 发 展 的 战略 需求 。 

自 20 世纪 70 年 代 以 来 ,以 DNA 重组 技术 、 淋 巴 细胞 杂交 瘤 技术 和 细胞 大 规模 培养 技 
术 的 发 明和 应 用 为 标志 的 现代 生物 技术 取得 了 重大 突破 。 用 于 DNA 重组 的 分 子 生 物 学 技术 
为 代谢 途径 操作 提供 了 新 的 方法 ， 被 生物 工程 领域 的 广大 研究 人 员 普 遍 使 用 ， 在 氨基 酸 、 抗 
生 素 和 维生素 等 领域 都 有 成 功 的 实例 ， 并 随 之 发 展 出 许多 以 DNA 重组 技术 为 基础 的 概念 ， 
如 分 子 育种 、 细 胞 工程 。DNA 重组 技术 的 迅猛 发 展 ， 使 得 对 微生物 的 生理 研究 和 代谢 工程 
人 研究 日 趋 深入 。 

细胞 的 定向 修饰 或 改造 首先 需要 确定 靶 标 ,这 需要 考虑 很 多 重要 的 内 容 : 如 何 确定 决定 
细胞 生理 状态 的 重要 参数 ， 如 何 对 与 目的 产物 合成 相关 的 主要 途径 进行 合理 修饰 或 改造 ， 如 
何 进一步 评价 这 些 定向 改造 的 生物 化 学 影响 等 ， 很 明显 ， 代 谢 网 络 的 建立 和 分 析 是 细胞 定向 
改造 的 基础 ， 并 贯穿 代谢 工程 改造 的 始终 。 

本 章 在 重点 介绍 有 关 代 谢 网 络 及 分 析 方 法 的 基本 概念 的 基础 上 ， 以 乙醇 为 例 讨论 了 代谢 
工程 在 微生物 法 生产 高 价值 化 学 品 方面 的 应 用 ,介绍 了 在 动物 细胞 培养 过 程 中 代谢 通 量 分 析 
的 应 用 ,探讨 了 代谢 网 络 分 析 、 调 控 研究 的 发 展 趋势 。 


4.1 代谢 途径 与 代谢 网 络 


在 活 的 生物 体 中 ， 细 胞 具有 自发 的 生理 调控 功能 ， 使 能 量 和 物质 ( 底 物 、 各 种 代谢 中 
间 物 和 终 产 物 ) 在 代谢 网 络 中 达到 一 定 平衡 。 这 种 自发 调控 功能 有 些 是 与 定向 改造 细胞 的 
目的 相 一 致 的 ， 但 有 些 却 使 细胞 的 突变 及 基因 改造 策略 难以 实现 。 因 此 ， 为 实现 生物 细胞 服 
务 于 人 类 经 济 生活 的 目的 ,发现 、 理 解 代谢 途径 调控 原理 ， 构 建 出 细胞 代谢 网 络 ， 并 对 其 进 
行 定 性 或 定量 的 描述 ， 打 开 细胞 这 个 “黑箱 ” ， 人 们 才 有 机 会 了 解 细胞 调控 信息 ， 对 细胞 进 
行 合理 改造 或 修饰 。 


4.1.1 代谢 途径 及 调控 原理 

代谢 途径 及 代谢 调控 是 代谢 工程 研究 的 核心 ， 代 谢 途 径 及 代谢 调控 研究 的 最 终 目 的 就 是 
构建 更 加 “经 济 ” 的 “细胞 工厂 ”"。 代 谢 途 径 可 定义 为 : 一 连 串 可 以 进行 的 并 可 观测 的 生物 
化 学 反应 步 又， 这 些 反 应 步骤 以 确定 的 一 组 输入 和 输出 代谢 产物 相连 。 代 谢 通 量 定义 为 : 输 
入 代谢 底 物 反应 生成 输出 代谢 产物 的 速率 。 代 谢 工 程 就 是 通过 定量 分 析 代谢 通 量 及 其 控制 的 


方法 ， 发 现 对 细胞 进行 改 性 的 基因 修饰 举措 ， 从 而 代谢 产物 测量 

利用 分 子 生物 学 方法 对 细胞 进行 系统 改造 ， 以 提高 la 

目的 产物 的 代谢 能 力 。 代谢 通 量 分 析 
对 代谢 通 量 及 其 控制 进行 系统 的 研究 包括 3 个 抽动 一 9 

步骤 (图 4-1) : 第 一 步 ， 开 发 能 够 监测 尽 可 能 多 的 CR 

代谢 途径 及 其 通 量 的 方法 。 为 实现 该 目的 ， 可 在 测 la 

定 胞 外 代谢 产物 浓度 的 基础 上 ， 根 据 简单 的 物质 平 


对 目的 代谢 通 量 起 关键 作用 的 节点 或 靶 标 


衡 原则 进行 推算 。 需 要 强调 的 是 ， 代 谢 通 量 并 不 等 
同 于 途径 中 一 种 或 多 种 酶 的 催化 活力 。 一 般 而 言 ， 因 41 代谢 通 量 及 其 控制 分 析 
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酶 活力 分 析 仅 仅 表明 在 胞 外 分 析 条 件 下 相应 的 酶 是 否 存在 或 是 否 具 有 活力 ， 并 不 能 提供 有 关 
途径 实际 通 量 的 任何 信息 。 第 二 步 ， 向 生物 反应 网 络 中 引入 一 个 精确 的 扰动 并 在 系统 达到 新 
的 稳 态 之 后 确定 途径 的 通 量 。 在 恒 化 器 中 施加 扰动 是 比较 理想 的 体系 ， 这 种 实验 尤其 适用 于 
微生物 或 细胞 培养 体系 。 通 过 突然 扰动 其 中 一 个 分 支 途径 的 酶 活力 (例如 通过 使 用 诱导 启动 
子 ) ， 或 施加 一 个 底 物 脉冲 ， 或 切换 到 不 同 碳 源 ， 都 可 以 获得 丰富 的 信息 。 应 注意 的 是 : 一 种 
扰动 能 提供 不 止 一 个 分 支点 的 信息 ， 这 有 利于 减少 用 来 阐明 一 个 实际 代谢 网 络 控制 结构 所 需 的 
实验 次 数 。 第 三 步 是 对 通 量 扰动 实验 的 结果 进行 分 析 ， 发 现 对 通 量 起 关键 作用 的 节点 或 靶 标 。 


4.1.2 代谢 网 络 的 构建 


最 初 的 代谢 网 络 构建 大 多 建立 在 对 特定 生物 系统 功能 理解 的 基础 上 ， 通 过 测定 主要 代谢 
产物 和 酶 活力 推测 可 能 存在 的 酶 催化 反应 ， 从 而 建立 起 最 基本 的 代谢 网 络 。 因 此 ， 这 一 阶段 
所 建立 的 代谢 网 络 基本 都 是 针对 模式 菌株 的 ， 而 且 为 局 部 网 络 。 近 年 来 ， 大 量 基 因 组 和 注释 
数据 的 披露 以 及 基因 组 学 的 快速 发 展 为 代谢 网 络 的 重建 商定 了 基础 ， 并 使 代谢 网 络 向 基因 组 
规模 的 全 局 网 络 构建 发 展 。 

根据 基因 组 数据 重建 针对 特定 生物 的 代谢 网 络 是 对 大 规模 代谢 网 络 进行 结构 和 功能 
分 析 的 前 提 。 基 于 某 一 生物 的 基因 组 注释 信息 并 结合 相关 的 酶 反应 数据 库 就 可 以 确定 其 
代谢 网 络 中 存在 哪些 代谢 反应 。 随 着 生物 信息 学 的 迅猛 发 展 , 已 经 出 现 了 基于 Web 服务 
的 代谢 途径 数据 库 ， 包 含 与 代谢 网 络 中 的 酶 及 其 在 不 同 生 物 中 的 编码 基因 相关 的 信息 ， 如 
KEGG (http: //www. genome. jp/kegg/) ， 这 些 一 级 数据 库 通 过 搜索 工具 相互 链接 ， 用 这 些 因 
特 网 数据 库 可 以 检索 某 一 生物 中 有 哪些 代谢 反应 。 另 外 ， 为 了 快速 得 到 一 个 包含 特定 生物 代谢 
网 络 中 所 有 已 知 反应 的 反应 列表 ， 以 方便 对 代谢 网 络 做 进一步 的 数学 分 析 ， 有 人 在 KEGG 代谢 
反应 数据 库 的 基础 上 进行 修正 补充 后 得 到 了 新 的 数据 库 ， 其 中 包含 了 所 有 已 完成 测序 的 生物 的 
代谢 网 络 反应 列表 (目前 有 近 150 种 生物 ) ， 并 可 利用 程序 自动 更 新 以 包含 新 的 测序 生物 和 新 
的 基因 组 注释 信息 。 下 述 资源 是 用 搜索 工具 链接 的 信息 的 初级 数据 库 ( 表 4-1)。 到 目前 为 止 ， 
代谢 模拟 工具 还 没有 把 已 知 的 代谢 途径 信息 数据 库 完全 整合 成 一 个 基于 Web 的 中 央 资 源 。 

表 4-1 目前 常用 的 代谢 途径 数据 库 
数据 库 名 称 及 特点 数据 库 网 址 
KEGG 数据 库 由 日 本 Kyoto 大 学 维护 ， 包 含 多 个 
数据 库 : 由 基因 组 测序 、 功 能 基因 组 和 和 蛋白 质 
组 实验 所 获得 的 基因 和 和 蛋白 质 信 息 ( GENES/ 
SSDB/EXPRESSION/BRITE 数据 库 ) ; 由 计算 机 : //www. genome. jp/ kegg/ 
处 理 得 到 的 细胞 内 分 子 间 相互 作用 的 信息 
(PATHWAY 数据 库 ) 以 及 化 学 物质 和 反应 信息 
的 数据 库 (LIGAND 数据 库 ) 


WIT (已 测序 生物 代谢 途径 模型 ) : //wit. mcs. anl. gov/ WIT2/ 
EMP ( 酶 和 代谢 途径 数据 库 公 共 服 务 器 ， 在 
WIT 网 页 上 有 链接 ) 

UM-BBD (美国 明尼苏达 大 学 维护 ， 微 生物 催化 
和 降解 数据 库 ) 


PathDB (建立 和 比较 代谢 网 络 的 系统 数据 库 和 
软件 ) 


: //emp. mcs. anl. gov/ 


: //umbbd. ahc. umn. edu/ index. html 


: //www. ncgr. org/ pathdb 
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4.2 ”代谢 通 量 分 析 


在 整体 细胞 功能 和 代谢 过 程 中 ， 代 谢 通 量 表征 了 代谢 途径 参与 的 程度 。 因 此 ， 胞 内 代谢 
通 量 大 小 的 精确 量化 是 细胞 生理 学 和 代谢 工程 研究 的 一 个 基本 目标 ， 尤 其 从 生物 技术 产业 化 
来 看 ， 总 是 希望 底 物 尽 可 能 转化 为 目的 产物 。 代 谢 通 量 分 析 (metabolic flux analysis，MFA ) 
是 代谢 通 量 确定 的 一 个 有 效 方法 。 利 用 主要 胞 内 反应 的 化 学 计量 模型 及 质量 平衡 原则 ， 就 可 
计算 出 胞 内 代谢 通 量 。 代 谢 通 量 分 析 是 确定 工业 上 最 关心 的 目的 产物 最 大 得 率 的 基础 ， 也 是 
确定 菌株 定向 修饰 或 改造 靶 标 的 基础 。 


4.2.1 代谢 通 量 分 析 的 基本 理论 


代谢 通 量 分 析 最 基本 的 依据 是 描述 底 物 如何 转 化 为 代谢 产物 和 生物 质 的 生化 反应 。 根 据 

动态 质量 平衡 方程 : 
dc : 
i = Won (4-1) 

式 中 ，c 为 第 i 个 胞 内 代谢 产物 的 浓度 ，7, ;为 该 胞 内 代谢 产物 的 净 合成 速率 。jc, ;反映 细 
胞 生长 对 代谢 产物 的 稀释 作用 。 

对 包含 玉 个 胞 内 代谢 产物 和 J 个 胞 内 反应 的 代谢 网 络 来 说 ， 可 用 向 量 符号 表征 其 质量 守 
恒 和 矩阵 ; 


dcx 

= rm 一 Nex， (4-2) 
式 中 ,cy 是 胞 内 代谢 产物 (或 中 间 产 物 ) 的 浓度 向 量 ，r。 是 一 个 包含 在 /个 反应 中 的 胞 内 
代谢 产物 净 合成 速率 的 向 量 。 

绝 大 多 数 情况 下 ， 胞 内 代谢 反应 的 松弛 时 间 在 107s 之 内 ， 远 远 低 于 细胞 生长 及 细胞 培 
养 动 力学 的 松弛 时 间 (大 于 100s) ， 甚 至 在 细胞 所 处 环境 受到 强烈 扰动 之 后 ， 不 同 代 谢 产物 
库 (pool) 的 浓度 也 会 迅速 调整 到 新 的 平衡 状态 。 因 此 ， 可 以 假设 胞 内 代谢 产物 处 于 拟 稳 
态 ， 即 


dex, 


dt =r, ~ Hex (4-3) 
Acx 反映 由 于 细胞 生长 而 对 代谢 产物 库 的 稀释 作用 。 由 于 大 部 分 途径 代谢 产物 的 胞 内 浓度 非 
常 低 ， 所 以 相 比 于 影响 同一 代谢 产物 的 其 他 通 量 ， 这 种 稀释 效应 的 影响 可 以 忽略 。 于 是 上 式 
进一步 简化 为 : 


0 = 


0 =r = GCm (4-4) 
式 中 : G" 表示 根据 质量 守恒 所 得 到 的 反应 计量 系数 矩阵 ，” 表示 代谢 通 量 向 量 。 
根据 拟 稳 态 假设 ， 在 利用 MFA 计算 代谢 通 量 时 可 以 只 考虑 位 于 代谢 网 络 分 支点 的 代谢 
产物 ， 而 线性 反应 序列 中 的 所 有 途径 中 间 物 都 可 以 忽略 。 以 糖 醇 解 (EMP) 途径 中 的 1, 3- 
二 磷酸 甘油 酸 转化 为 磷酸 烯 醇 式 丙酮 酸 为 例 ， 该 转化 过 程 包括 三 步 反 应 ， 其 化 学 计量 式 为 ; 
1 3- 二 磷酸 甘油 酸 + ADP 一 一 3- 磷 酸 甘 油 酸 + ATP 
3- 磷 酸 甘 油 酸 一 一 2- 磷 酸 甘 油 酸 
2- 磷 酸 甘 油 酸 一 一 磷酸 烯 醇 式 丙酮 酸 
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其 中 3- 磷酸 甘油 酸 和 2- 磷 酸 甘 油 酸 分 别 参与 两 个 反应 ， 根 据 稳 态 质量 平衡 原则 : 
V0 太一 的 三 0 (5) 
式 中 , ww、w 和 w 分 别 表示 上 述 3 个 反应 的 净 正 反应 速率 D。 可 见 ，3 个 反应 的 速率 相等 ， 
因此 可 以 把 这 3 个 反应 合并 成 一 个 总 反应 : 1, 3- 二 磷酸 甘油 酸 转化 为 磷酸 烯 醇 式 丙酮 酸 ， 正 
反应 速率 为 上 。 很 明显 ， 在 建立 代谢 途径 的 化 学 计量 关系 时 ， 只 需 考虑 在 网 络 分 支点 的 代谢 
产物 ， 这 种 简化 使 得 化 学 计量 模型 的 复杂 性 显著 降低 ， 这 对 于 MFA 计算 是 非常 有 用 的 。 

为 简化 线性 方程 组 计算 过 程 ， 使 用 向 量 矩 阵 是 很 常用 的 方式 ， 式 (44) 向 量 方程 式 描 
述 了 包含 个 代谢 产物 和 J 个 生化 反应 (代谢 通 量 ) 的 代谢 网 络 的 质量 守恒 计量 式 ， 由 天 
个 线性 代数 式 组 成 。 

由 于 反应 数目 7 总 是 大 于 代谢 产物 数目 KK， 该 线性 方程 组 的 自由 度 为 =-K。 因 
此 ， 必 须 先 测 量 向 量 v 中 的 某 些 元 素 才能 计算 其 余 未 知 数 。 如 果 v 中 恰好 已 知 个 通 量 ， 
该 系统 就 成 为 正定 系统 ( determined system) ， 有 唯一 解 ; 如 果 超 过 下 个 通 量 被 测量 ， 则 
该 系统 为 超 定 系统 (overdetermined system) ， 说 明 存 在 额外 方程 ， 可 以 用 于 总 体 平 衡 一 臻 
性 检验 、 通 量 测定 准确 度 及 拟 稳 态 假设 验证 等 ; 如 果 已 知 通 量 少 于 Ff， 系统 为 不 定 系统 
(underdetermined system) ， 此 时 必须 引入 其 他 约束 条 件 或 确定 一 个 整体 优化 原则 ， 才 能 求 
解 未 知 通 量 。 


4. 2.2 正定 系统 的 代谢 通 量 


对 于 正定 系统 的 代谢 通 量 ， 利 用 向 量 和 矩阵 的 方法 进行 计算 是 很 容易 的 。 根 据 线性 代数 的 
方法 ， 把 已 知 通 量 合并 在 一 个 新 的 向 量 上 中 ,未 知 通 量 合并 在 向 量 w 中 ; 对 应 地 ， 把 已 知 
反应 的 计算 系数 合并 到 矩阵 Gu， 其 余 反 应 的 计算 系数 合并 到 和 矩阵 G.。 于 是 式 (4-4) 改 
写 为 : 

0=G'y=Giv, +G'y. (4-6) 

因为 已 知 通 量 恰 好 有 下 =J- 天 个 ， 因 此 G. 是 一 个 玉 xK 天 维 矩阵 ， 如 果 该 矩阵 可 以 求 

逆 ， 则 ; 
y=- (G:) "Gav, (4-7) 

如 果 G. 矩阵 不 能 求 逆 ， 即 矩阵 为 奇异 矩阵 ， 则 该 系统 实际 上 是 一 种 不 定 系统 。 

下 面 通过 实例 来 说 明 线性 相关 的 代谢 途径 ， 以 及 如 何 利用 矩阵 方程 计算 较为 复杂 代谢 网 
络 中 的 通 量 分 布 。 

例 4-1 线性 相关 的 生化 反应 计量 式 。 

因为 大 多 数 活体 细胞 能 够 利用 多 种 化 合 物 为 碳 源 、 氮 源 和 能 源 ， 因 此 存在 很 多 互补 途 
径 ， 这 些 途 径 在 胞 内 有 类 似 功 能 ， 通 常 仅 根据 胞 外 测量 数据 很 难 对 其 进行 区 分 。 进 行 代 谢 通 
量 分 析 时 ， 这 些 途 径 表现 为 线性 相关 的 生化 反应 计量 式 。 最 常 遇 到 的 互补 途径 有 

(1) 原核 生物 中 的 乙 醛 酸 循环 ; 

(2) 经 由 谷 氨 酰胺 合成 酶 / 谷 氨 酸 合成 酶 (GS-GOGAT) 途径 的 氮 同 化 作用 ; 

(3) 转 氧 酶 系 ; 

(4) 异 构 酶 系 。 


@ ”本章 中 ， 胞 内 反应 速率 v 表示 净 正 反 应 速率 。 该 速率 等 同 于 不 可 逆反 应 的 正 向 反应 速率 ,或 可 道 反应 的 正 向 与 
道 向 反应 速率 之 差 。 
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以 谷 氨 酸 脱氧 酶 (GDH) 反应 和 GS-GOGAT 系统 催化 的 两 条 氮 同 化 途径 为 例 。 这 两 条 
途径 的 化 学 计量 式 为 : 


CDH: -a- 酮 戊 二 酸 - NH; -NADPH + 谷 氮 酸 =0 (1) 
GS-GOGAT: =- a- 酮 戊 二 酸 -NH，- NADPH - ATP + 谷 氮 酸 =0 (2) 


式 中 ，NADPH 是 烟 酰 胺 腺 呀 叭 二 核 背 酸 磷酸 (还 原型 ) 。 

很 明显 ， 二 者 的 唯一 差别 在 于 ATP 参与 GS - GOGAT 途径 (尤其 是 高 亲和力 系统 ) 而 
未 参与 CDH 途径 ， 两 条 途径 是 线性 相关 的 ， 它 们 的 差别 不 易 从 胞 外 检测 的 数据 加 以 区 分 。 
因此 通常 在 建立 化 学 反应 计量 模型 时 两 条 途径 被 合并 成 一 个 反应 。 

其 他 互补 途径 也 往往 存在 上 述 线 性 相关 性 ， 导 致 建立 的 生化 反应 计量 矩阵 奇异 。 如 果 出 
现 和 矩阵 奇异 的 情况 ， 可 以 用 下 述 方法 解决 : 

(1) 结合 有 关 特 定 酶 调节 与 诱导 的 信息 ， 从 模型 中 去 除 线性 相关 的 反应 ; 

(2) 引入 附加 信息 ， 如 两 条 途径 的 相对 通 量 。 这 可 以 从 酶 活力 测定 结果 推出 ， 如 两 条 
途径 中 关键 酶 的 相对 活力 ， 但 如 前 所 述 ， 体 外 酶 活力 分 析 仅 能 表明 在 胞 外 分 析 条 件 下 相应 的 
酶 是 否 存在 或 是 否 具有 活力 ， 往 往 与 实际 的 代谢 通 量 差 距 甚 远 。 比 较 可 靠 的 方法 是 应 用 标记 
物 ， 例 如 以 *C- 葡 菊 糖 为 底 物 ， 在 不 同 产物 中 进行 SC 标记 的 NMR 测定 ， 这 种 方法 往往 能 够 
提供 关于 线性 相关 途径 的 通 量 分 布 信息 。 

例 4-2 ”用 矩阵 方程 计算 乳酸 菌 异 型 发 酵 的 代谢 通 量 分 布 。 


乳酸 菌 通常 在 富 含 氨基 酸 (或 酵母 抽 提 物 、 蛋 白 1 有 2 葡 敬 糖 

腺 等 ， 的 复合 培养 基 上 生长 ， 为 生物 质 合成 提供 碳 骨 wou/ 

架 ， 因 此 在 合成 代谢 途径 中 没有 或 只 有 极 少 氧化 还 原 ATIP NADH 
当量 的 净 消耗 。 这 导致 底 物 (葡萄 糖 或 乳糖 ) 转化 为 两 本 本 
初级 代谢 产物 〈 如 乳酸 、 乙 酸 、 乙 醇 、 甲 酸 和 CO,) 包间 ~ 

的 同时 积累 一 定 氧化 还 原 当 量 ， 因 此 和 乳酸菌 的 分 解 代 AT 

谢 途 径 (图 4-2) 可 以 独立 于 菌 体 生长 途径 ， 在 分 析 San 

时 也 可 以 单独 进行 。 在 复合 培养 基 上 生长 时 ， 菌 体 合 过 机缘 证 

成 所 消耗 的 前 体 代谢 产物 多 来 源 于 培养 基 ， 因 此 乳酸 rp NADE 
菌 的 EMP 途径 可 以 简化 为 没有 分 支点 的 直线 途径 。 


如 本 章 前 述 ， 从 葡萄糖 到 丙酮 酸 之 间 的 所 有 中 间 代 谢 
产物 都 可 以 不 予 考虑 。 在 某 些 培 养 条 件 下 ， 一 些 乳 酸 
菌 仅 利用 葡萄 糖 到 乳酸 的 代谢 途径 ， 这 种 发 酵 类 型 称 
为 同型 发 醉 ， 产 生 单一 底 物 一 一 乳酸 。 在 极端 饥饿 条 件 下 ， 细 胞 通过 把 一 些 丙 酮 酸 转化 为 乙 
酸 以 产生 更 多 ATP， 但 这 种 情况 导致 胞 内 氧化 还 原 途 径 不 能 平衡 ， 因 此 细胞 通过 把 男 一 部 分 
丙酮 酸 转化 为 乙醇 而 再 生 NAD”[ 烟 酰胺 腺 味 叭 二 核 背 酸 (氧化 型 ) ] ， 维 持 胞 内 氧化 还 原 

衔 。 这 种 乳酸 发 酵 类 型 称 为 异型 发 酵 或 混合 酸 发 酵 。 
丙酮 酸 显然 是 乳酸 菌 异 型 发 酵 的 一 个 重要 分 支 节 点 代谢 产物 ， 因 此 ， 可 以 围绕 其 建立 一 
个 质量 平衡 计量 式 ; 丙酮 酸 进一步 代谢 时 产生 3 种 中 间 代 谢 产物 : 乙酰 辅酶 A、 乙 酰 磷酸 和 
乙 醛 ， 其 中 只 有 乙酰 辅酶 A 位 于 一 个 分 支点 ， 可 以 建立 一 个 质量 平衡 计量 式 ; 另外 ， 分 解 
代谢 途径 因 维 持 自身 的 氧化 还 原平 衡 而 产生 一 个 NADH [ 烟 酰胺 腺 味 叭 二 核 背 酸 (还 原 
型 ) ] 平衡 或 NAD 平衡 ( 因 二 者 的 线性 相关 性 只 取 其 一 ) 。 虽 然 ATP 的 平衡 也 可 以 建立 ， 
但 在 仅 考虑 分 解 代谢 的 情况 下 ,没有 ATP 的 消耗 ， 这 个 平衡 是 不 闭合 的 。 总 之 ， 在 分 析 乳 
Sl 
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酸 菌 异型 发 酵 途 径 时 ， 涉 及 3 个 代谢 中 间 产 物 (丙酮 酸 、 乙 酰 辅酶 A 和 NADH) 、1 个 底 物 
(葡萄 糖 ) 和 5 个 代谢 终 产物 (有 乳酸、 乙酸、 乙醇 、 甲 酸 和 CO0, ) 。 

根据 式 (44) ， 对 3 个 代谢 中 间 产 物 (丙酮 酸 、 乙 酰 辅酶 A 和 NADH) 运用 拟 稳 态 假 
设 ， 可 以 得 到 线性 方程 组 : 


O00 Fi =F = 3 
of- | (1) 


Veth 
式 中 ， 下 标 pyr 表示 丙酮 酸 ，lac 表示 乳酸 ，C0, 表示 二 氧化 碳 ，for 表示 甲酸 ，ace 表示 乙 
酸 ，eth 表示 乙醇 。 
该 方程 组 中 3 个 方程 式 (对 应 于 和 矩阵 中 的 3 行 ) 分 别 表示 丙酮 酸 、 乙 酰 辅 酶 A 和 
NADH 质量 平衡 。 如 果 能 够 先 获得 三 个 通 量 的 数值 ， 就 可 以 求解 其 他 未 知 通 量 。 
假设 已 知 葡萄 糖 (很 明显 ，w ,为 2wu) 、 和 乳酸 和 甲酸 的 通 量 ， 那 么 根据 式 (4-6) 可 得 : 


0 1 -1 — 1]Ypy = 0 0 | ?co, 
中 [ 0 1 Vae | 1 = -| Voce (2) 
0 1 -1 0 1 0 -2 vv， 
最 后 一 个 矩阵 〈G.7) 可 以 求 着， 于 是 : 
Vco, = 0 TL 1 = = 
-| = -| 0 1 | 0 0.5 | (3) 
1 0 -2JL1 -1 0 1 -1 -0.5d,. 


Voth 
如 前 所 述 ， 如 果 已 知 葡萄 糖 、 乳 酸 和 甲酸 的 通 量 ， 由 此 确定 其 他 通 量 并 不 困难 ( 式 
(3) ) 。 但 是 如 果 已 知 的 通 量 为 葡萄 糖 、 乙 酸 和 甲酸 ， 根 据 式 (4-6) ， 有 


0 1 -1 0 ?wm = = WT 
时 [ 1 | Vor | 0 1 - | (4) 
0 1 0 0] -1 1 -2 
最 后 一 个 矩阵 不 可 求 逆 ; 
-1 -1 0 
det(G)Y= .0 1 -1=0 (5) 
= 1 =2 


很 明显 ， 由 葡萄 糖 、 乙 酸 和 甲酸 的 通 量 不 能 计算 出 乳酸 、 乙 醇和 C0, 的 通 量 。 这 是 由 
于 乙酸 和 甲酸 通 量 作为 已 知 值 时 ， 不 能 反映 出 NADH 消耗 的 任何 信息 ，NADH 平衡 式 在 该 
情况 下 是 无 效 的 ， 因 此 必须 已 知 we。 、zco, 或 wu 中 的 一 个 才能 计算 出 其 他 通 量 。 
4.2.3 超 定 系统 的 代谢 通 量 

4.2. 1 节 给 出 了 超 定 系统 的 概念 ， 这 类 系统 中 已 知 通 量 的 数目 超过 系统 自由 度 。 因 此 ， 
利用 已 知 变量 不 仅 能 计算 出 未 知 变量 ,而且 能 验证 胞 内 代谢 产物 拟 稳 态 假 设 的 有 效 性 。 
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在 超 定 系 统 中 ， 式 〈4-27) 中 矩阵 G。 非 方 阵 ， 因 此 不 能 求 逆 ,但 将 方程 式 (4-6) 左右 
两 侧 均 乘 以 G。 的 转 置 矩阵 G.， 可 以 得 到 : 


0 = GE EGGCon FDC (4-8) 
G.G." 肯定 是 方 阵 ， 如 果 满 秩 ， 就 可 求 逆 。 因 此 ，w, 可 以 表示 为 : 
v, =- (G.G)-!G.G%y, (4-9) 


只 要 矩阵 G.G。 是 非 奇异 矩阵 (可 求 逆 )， 就 可 以 利用 式 (4-9) 对 超 定 系统 求解 。 实 
际 上 , 式 (4-9) 是 式 (46) 的 通 解 。 

式 (4-9) 本 质 上 是 向 量 w 中 未 测量 通 量 的 最 小 二 乘 估 计 ， 这 对 于 测量 噪声 很 小 而 且 由 
测量 噪声 所 引起 的 约束 残 差 被 均匀 分 布 于 系统 的 约束 〈 即 胞 内 代谢 产物 的 拟 稳 态 平衡 ) 中 
的 系统 是 非常 有 效 的 。 利 用 多 余 的 平衡 方程 式 还 可 以 检验 所 测量 和 所 计算 数据 的 一 致 性 。 

对 于 噪声 比较 大 ， 甚 至 存在 较 大 系统 误差 的 实验 数据 ， 需 要 引入 一 个 维 数 等 于 已 知 通 量 
的 单位 矩阵 7， 对 已 测量 通 量 和 未 知 通 量 同 时 进行 更 好 的 估计 。 

例 4-3 ” 超 定 系统 的 通 量 确定 。 

以 例 422 的 乳酸 菌 异型 发 酵 为 例 ， 如 果 已 知 4 个 通 量 ， 则 系统 成 为 超 定 系统 。 假 定 已 知 
丙酮 酸 通 量 (等 于 2ou。) 、 乳 酸 通 量 (we)、 甲 酸 通 量 (wi,) 以 及 乙醇 通 量 (wm ) ， 则 式 


(4-6) 变 为 
VPpyr 
昌 -1 -1 中 |， 4 
0|=|0 0 1 -1 “It|1 | C1) 
0 = 和 让 生 1 0 


Zeth 
方程 式 中 3 行 分 别 为 丙酮 酸 、 乙 酰 辅酶 A 及 NADH 的 平衡 式 。 根 据 超 定 系 统 和 矩阵 简 单 
算法 ( 式 (4-9))， 首 先 计算 矩阵 〈(G.G。 ) -…G。: 


cnc - Ce 中 


代入 式 (4-9) 中 ， 可 得 : 


-1 1 1 —0.5 0 0.5 
[ 0 -1 a 且 史 -1 | 人 


ve = -SL Gs 1 0 和 | 00 05 ow 


该 解 与 例 42 对 正定 系统 所 求 出 的 解 是 一 致 的 (可 将 例 42 式 (4) 的 ww 表达 式 代 人 该 
例 式 (3) 中 ， 将 求 得 的 vco 和 we 表达 式 与 例 4-2 进行 比较 )。 男 外 ， 由 式 (3) 可 以 看 出 ， 
未 知 通 量 的 计算 值 与 丙酮 酸 及 乳酸 通 量 无 关 。 

4.2.4 不定 系统 的 代谢 通 量 一 一 线性 规划 

上 文 分 别 介绍 了 正定 系统 和 超 定 系 统 的 代谢 通 量 分 析 方法 ， 如 果 已 知 通 量 的 数目 小 于 系 
统 的 自由 度 ， 则 通 量 方程 存在 无 数 个 解 。 这 种 情况 下 ， 需 要 给 出 一 个 合适 的 目标 函数 〈 例 
如 ， 细 胞 生长 比 速率 最 大 或 某 产物 产 率 最 大 ) ， 才 能 利用 线性 规划 来 确定 胞 内 代谢 通 量 
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分 布 。 

考虑 一 个 含有 两 个 变量 x 和 y 的 系统 ，2 个 变量 间 有 如 下 关联 : 

2x+y=4 

很 明显 ， 如 无 其 他 约束 条 件 ， 上 式 的 解 在 如 图 4-3 所 示 的 直线 48 上 ， 即 使 将 解 限定 在 
(x, y) 空间 的 第 一 象限 中 仍 有 无 数 解 。 通 过 引入 目标 函数 ， 如 使 目标 函数 2x +3y 最 大 化 ， 
图 中 虚线 表示 出 了 一 组 “2x +3y” 的 可 能 情况 ， 很 明显 ， 该 目标 函数 最 大 化 的 条 件 是 两 条 
直线 相交 于 (0, 4) 点 。 该 例 中 得 到 了 一 个 可 行 解 ， 但 是 在 某 些 情况 下 也 可 能 无 可 行 解 或 
有 无 数 个 可 行 解 。 


上 
< 


图 4-3 线性 规划 简单 图 解 


由 于 所 有 代谢 通 量 非 负 ， 因 此 对 于 代谢 通 量 分 析 式 (4-6) 可 以 给 出 约束 条 件 一 : 

Gy =0 且 v=0 (4-10) 
式 中 : G% 是 矩阵 G" 的 变形 ,包含 正 向 和 北向 反应 的 化 学 计量 式 ; wx 是 相应 的 通 量 向 量 ， 
维 数 为 J 。 由 此 推论 可 知 ， 每 个 约束 条 件 确定 了 J, 维 空 间 的 一 个 超 平面 ， 而 由 式 (4-10) 
的 约束 条 件 确定 的 解 必须 落 在 这 个 J. 维 空间 中 K (KJ) 个 超 平面 的 交集 上 。 如 果 其 中 
有 一 个 超 平面 与 其 他 超 平面 不 相交 ， 则 该 系统 通 量 的 可 行 解 不 存在 ， 实 际 上 很 少 会 出 现 这 种 
情况 ; 多 数 情况 下 ， 由 式 (4-10) 的 约束 条 件 确定 的 解 不 唯一 ， 因 此 如 果 确 定 一 个 由 这 些 通 
量 线性 组 合 而 成 的 目标 函数 ， 通 过 求解 相应 的 最 小 或 最 大 化 问题 ， 就 可 以 得 到 最 优 解 : 

min (ay..) 或 maxCay。) (4-11) 
式 中 ,a 是 包含 各 个 通 量变 量 权重 的 行 向 量 ， 表 示 每 个 通 量 对 目标 函数 的 影响 。 

求解 由 约束 条 件 式 (4-10) 和 目标 函数 式 (4-11) 确定 的 最 优 解 是 很 复杂 的 ， 因 为 通常 

对 约束 条 件 式 (4-10) 存在 大 量 甚至 无 数 可 行 解 ， 每 一 个 解 都 是 潜在 的 满足 所 有 条 件 的 可 行 
解 。 根 据 上 述 简单 示例 ， 最 优 解 一 般 位 于 一 组 可 行 解 的 末端 或 角 上 。 数 学 上 的 单纯 形 方法 为 
解决 含 约束 条 件 的 线性 优化 问题 提供 了 有 效 途 径 ， 首先 ， 确定 可 行 空间 的 一 个 角 (或 末 
端 ) ; 然后 沿 着 可 行 解 的 边缘 从 一 个 角 到 另 一 个 角 进 行 计算 分 析 。 在 一 个 给 定 的 角 ， 有 几 条 
边缘 可 供 选 择 ， 一 些 青 离 最 优 解 ， 另 一 些 引 向 最 优 解 ， 单 纯 形 方法 确保 每 次 沿 着 目标 函数 最 
小 (或 最 大 ) 的 边缘 移动 ， 导 向 具有 更 低 (或 更 高 ) 目标 函数 值 的 一 个 新 角 ; 最 终 ， 可 以 
达到 一 个 特定 的 角 ， 这 个 角 所 有 边缘 都 导向 相关 的 目标 函数 值 ， 因 此 这 个 角 就 是 最 优 解 。 目 
前 已 建立 了 有 效 的 算法 来 执行 单纯 形 方法 ， 或 者 用 软件 包 (如 Matlab) 来 实现 。 
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例 44， 计算 肺炎 克 雷 伯 菌 (Klebsiella pneumoniae) 厌 氧 发 酵 甘 油 生 产 1, 3- 丙 二 醇 的 最 
大 理论 得 率 ， 并 确定 定向 改造 靶 标 。 

厌 氧 条 件 下 Klebsiella pneumoniae 甘油 代谢 主要 有 2 条 基本 途径 : 氧化 途径 和 还 原 途 径 ， 
如 图 4-4 所 示 。 甘 油 还 原 途 径 主 要 有 两 步 酶 反应 : 甘油 脱水 酶 (GDHt) 在 辅酶 B,, 存 在 下 
将 甘油 转化 为 中 间 产 物 3- 羟 基 丙 醛 (3-HPA) ; @ 在 NADH 存在 下 ，3-HPA 在 1，3- 丙 二 醇 
脱氧 酶 (PDDH) 催化 下 生成 1，3- 丙 二 醇 。 甘 油 氧 化 途径 主要 包括 以 下 步骤 : 中 甘油 经 甘 
油 脱氧 酶 (GDH) 催化 ,生成 二 羟基 丙酮 (DHA)， 此 酶 为 厌 氧 酶 ， 以 NAD * 为 辅酶 ; 
CDHA 在 ATP 及 二 羟基 丙酮 激酶 的 作用 下 ， 生 成 磷酸 二 羟基 丙酮 (DHAP) ; @DHAP 进 一 
步 代谢 生成 丙酮 酸 ， 然 后 进一步 代谢 生成 乙酸 、 乙 醇 、 乳 酸 等 代谢 产物 。 氧 化 途径 生成 生物 
能 ATP 和 还 原 当 量 NADH， 并 伴随 着 微生物 细胞 的 生长 。 还 原 途 径 消 耗 氧化 途径 生成 的 过 
量 NADH， 使 微生物 细胞 内 的 氧化 还 原状 态 达到 平衡 。 


甘油 
a NAD” 
ya ?Sr=NADH 
3- 羟 基 丙 醛 二 羟基 丙酮 
NADH | 
NAD” 磷酸 二 羟基 丙酮 
1.3- 丙 二 栈 | 
3- 磷 酸 甘油 醛 
| 一 NAD” CO; 
CNADH NADH NAD 
' 
磷酸 烯 醇 式 丙酮 酸 0.5 琥 珀 酸 
4 
» NADH NAD’ 
' 
丙酮 酸 人 
PFLZ 后 NAD SS v, 
甲酸 PDH ~ 
1 ~NADH, CO 
乙酰 辅酶 A 乙酰 乳酸 
广 天 。 NADH 
2 10 NAD+ CO: 
乙酰 碍 酸 乙酸 0.5 乙 偶 姻 
到 NADH 0.5NADH 
# Fn Eon 
乙酸 乙 栈 0.5 2.3- 丁 二 醇 


4-4 ”Klebsiella pneumoniae 厌 氧 代谢 甘油 主要 途径 


根据 上 文 介绍 ， 在 不 考虑 菌 体 生长 ， 并 对 线性 相关 的 代谢 途径 进行 简化 后 ，Klebsiella 
pneumoniae 厌 氧 代谢 甘油 碳 流 主要 涉及 4 个 代谢 中 间 产 物 (磷酸 烯 醇 式 丙酮 酸 、 丙 酮 酸 、 乙 
酰 辅 酶 A 和 NADH) 、1 个 底 物 (甘油 ) 和 8 个 代谢 产物 (1,3- 丙 二 醇 PDO、 有 乳酸、 乙酸 、 
乙醇 、2,3- 丁 二 醇 BDO、 正 珀 酸 、 甲 酸 和 C0, ) 。 

要 计算 1，3- 丙 二 醇 理 论 得 率 ， 首 先 需要 计算 甘油 厌 氧 代谢 各 代谢 通 量 分 布 ， 根 据 质 量 
守恒 定律 ， 可 以 得 到 底 物 及 代谢 产物 线性 方程 组 : 
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[ 4 
ee es ES 0 0 
和 TO 
和 0 0 0 05 0 0 0 0 0 
We 0 0 0 0 1 0 0 0 0 
Vi 0 0 0 0 0 1 0 0 0 
Veo, 0 0 0 =1 0 0 1 1 0 
7 |=|o 0 0 0 0 0 0 0 1 
『， 人 -站 
y 0 0 0 0 0 0 0 05 0 
BDO 
[i 
| 
全、 而; 下 源 -T 布 二 二 三 站 而 
a 0 0 0 0 1 1 0 | 
ee BS 3 es 1 ， 三 0 
a VNapn 


对 胞 内 产物 (磷酸 烯 醇 式 丙酮 酸 、 丙 酮 酸 、 乙 酰 辅酶 A 和 NADH) 


对 底 物 进行 归 一 化 处 理 ， 则 : 
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| 下 0 
Tao 1 ke. 0 0 
Vo 0 0 0 05 0 0 0 0 0 
Ve 0 0 0 0 tt i 1 0 0 
Ve 0 0 WW 两 下 而 0 0 
Tco， 0 0 0 =1 0 0 1 1 0 
7 =|0 0 0 0 0 0 0 0 1 
Vy 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
yn 0 0 0 © 0 0 0 05 0 

和 1 0 0 
和 0 0 大 下 0 I 
M 0 0 0 0 0 1 1 0 -1 
| 上 [本 i 在 必 


该 系统 为 不 定 系统 ， 目 标 是 求解 Wo 即 w 的 最 大 值 : 

max(v)= max(0.5 +0.5Vspo + V,.. -0.5V..) 
根据 上 述 方程 组 : 

页 We 

因此 式 (3) 还 受 如 下 约束 条 件 限 制 : 

min(y,) = min(V,, + 27apo + Voice + Fa + 2V%.) 
通过 数学 分 析 ， 同 时 满足 式 (3) 、 式 (5) 的 最 优 解 为 : 

max (Vppo) = max (wv, )= 0.75 

此 时 , V,,。= 0.25 ， 其 他 代谢 产物 通 量 为 零 ， 即 乙酸 为 唯一 副 产 物 。 
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(3) 


(4) 


(5) 


(6) 
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因此 ， 在 不 考虑 菌 体 生长 时 ，Klebsiella pneumoniae 厌 氧 发 酵 甘 油 生产 1, 3- 丙 二 醇 的 最 大 
理论 得 率 为 75% ， 要 实现 该 目标 ， 需 要 缺失 除 乙 酸 之 外 的 所 有 副 产 物 合成 途径 ; 另外 ，V, 
也 为 零 ， 表 示 需 要 将 催化 丙酮 酸 转化 为 乙酰 辅酶 A 的 丙酮 酸 - 甲酸 裂解 酶 (PFL) 失 活 ， 而 
保留 其 同 工 酶 丙酮 酸 脱氧 酶 (PDH) 。 


4.3 ”代谢 控制 分 析 


代谢 通 量 分 析 虽 然 能 够 确定 不 同 途径 之 间 代 谢 通 量 的 分 布 ， 但 想 要 了 解 这 种 分 布 方式 是 
如 何 被 调控 的 ， 则 需要 借助 代谢 网 络 的 代谢 控制 分 析 (MCA ) 。 代 谢 控制 分 析 的 目的 就 是 将 
代谢 系统 的 变量 (如 通 量 ) 同 其 参数 (如 酶 活力 ) 联系 起 来 ， 这样 就 可 以 确定 代谢 通 量 对 
酶 活力 的 敏感 性 。 

代谢 控制 分 析 可 以 突破 传统 的 限 速 步骤 的 概念 ， 使 人 们 对 代谢 调控 有 更 全 面 的 认识 。 但 
是 代谢 控制 分 析 是 一 个 很 复杂 的 过 程 ， 需 要 很 多 实验 数据 的 支持 ， 本 节 仅 提纲 者 领地 介绍 其 
中 的 主要 概念 和 方法 。 


4. 3. 1 代谢 控制 分 析 的 一 些 概念 


在 代谢 控制 分 析 中 ， 一 般 用 通 量 控制 系数 、 浓 度 控制 系数 和 弹性 系数 这 3 个 参数 来 描述 
反应 网 络 的 控制 规律 ， 对 于 复杂 的 代谢 网 络 则 需要 定义 组 控制 系数 。 

1. 通 量 控制 系数 (flux control coefficient，FCC) 通 量 控制 系数 (cj”*) 是 代谢 途径 中 
由 任意 小 的 酶 活力 变化 引起 的 通 量 相对 变化 与 该 酶 活力 相对 变化 之 比 ， 即 在 特定 稳 态 条 件 下 
该 酶 对 代谢 通 量 的 影响 程度 ， 其 数学 表达 定义 为 : 
bE dv 909ln 
和 
式 中 : 已 为 第 i 个 酶 的 活力 ; vw 为 酶 E, 催化 下 第 大 个 反应 的 代谢 通 量 ; 工 表示 途径 中 有 工 个 
酶 ， 即 有 工 个 反应 。 

通 量 的 加 和 定理 表述 为 ， 对 于 每 一 个 通 量 来 说 ， 其 控制 系数 之 和 必 为 1， 即 : 


th € (4-12) 


L 
Der 1 Ke tL (4-13) 


从 加 和 定理 可 以 看 出 ， 如 果 一 个 支 路 代谢 途径 非常 长 ， 那么 其 中 多 数 FCC 的 值 都 比较 
小 。 这 也 解释 了 为 什么 提高 菌株 的 代谢 产物 量 需要 反复 的 连续 诱 变 和 筛选 。 加 和 定理 还 表 
明 ， 如 果 改 变 一 个 酶 的 通 量 控制 系数 ， 即 使 其 他 酶 的 活力 没有 变化 ， 其 通 量 控制 系数 也 会 
改变 。 
2. 浓度 控制 系数 (concentration control coefficient，CCC) 浓度 控制 系数 (c,%) 是 
途径 中 第 i 个 酶 的 活性 相对 变化 引起 代谢 中 间 产 物 cx 浓度 cx 的 相对 变化 ， 即 : 
9c 9 lncx 
cx * oFE, “3 in 
同样 ， 以 反应 速率 代替 酶 活力 可 表示 为 : 
vy. Ocr 01lncv 
dW i te De UR (4-15) 
对 于 浓度 控制 系数 同样 可 以 使 用 加 和 定理 当 所 有 酶 活力 都 发 生 同样 幅度 变化 时 ， 则 任 
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何 中 间 代 谢 产物 已 的 浓度 都 保持 不 变 ， 因 此 有 : 
> c=0, je {1,2,..,K} (4-16) 


3 弹性 系数 【elasticity coefficient) 弹性 系数 (ex ) 是 在 系统 其 他 代谢 产物 浓度 不 变 
的 前 提 下 ， 由 第 j 个 代谢 产物 浓度 的 变化 引起 第 i 个 反应 速率 的 相对 变化 : 
, Cr ov; ole . 
er jc Blney” "® {112,00 De {2.0K GED 
弹性 系数 反映 了 代谢 网 络 的 局 部 特性 ， 这 和 前 两 种 反映 代谢 途径 整体 特性 的 控制 系数 不 
同 。 浓 度 弹性 系数 相当 于 特定 代谢 产物 表 观 反应 速率 的 动力 学 级 数 。 


控制 系数 和 弹性 系数 满足 连接 定理 : 


n+l 


Ze 8 =0 (4-18) 
i=1 


并 且 
So me =—6, j,k e {1,2,3,.,K| (4-19) 


式 中 ，6; 为 克 罗 内 克 a We 符号 ， 当 j=K 时 ， 6 =1， 和 否则 为 零 。 

从 数学 表达 来 看 ， 上 述 3 类 用 于 代谢 控制 分 析 的 参数 都 可 以 看 做 是 独立 变量 变化 对 代谢 
途径 影响 的 对 数 增益 。 如 果 反 应 的 动力 学 方程 能 够 确定 下 来 ， 则 这 些 参数 都 可 以 通过 求 偏 微 
分 得 到 。 遗 憾 的 是 ， 并 非 所 有 反应 过 程 的 动力 学 方程 都 是 已 知 的 ， 在 这 种 情况 下 就 需要 一 些 
实验 的 测定 方法 。 


4. 3.2 代谢 控制 分 析 的 基本 理论 


细胞 对 代谢 途径 的 调控 是 通过 调节 酶 、 底 物 、 代 谢 产 物 、 调 控 因 子 的 浓度 或 者 活力 来 实 
现 的 ,调控 行 为 发 生 在 基因 转录 和 翻译 、 信 号 传导 及 和 蛋白质 相互 作用 等 各 个 水 平 上 。 通 过 反 
馈 抑 制 或 者 激活 可 使 酶 迅速 改变 活力 ; 在 酶 合成 水 平 上 诱导 、 分 解 代谢 产物 阻 过 和 反馈 调节 
则 是 一 种 长 期 的 调节 机 制 。 代 谢 调控 最 普遍 的 形式 是 酶 活力 的 调节 。 

在 一 条 代谢 途径 中 ， 代 谢 通 量 是 由 代谢 途径 上 各 个 反应 的 酶 动力 学 调控 决定 的 。 在 某 些 
情况 下 ， 代 谢 通 量 被 其 中 一 个 酶 所 控制 ， 该 酶 则 被 定义 为 限 速 酶 ， 其 通 量 控 制 系数 有 可 能 接 
近 于 1。 但 在 多 数 情况 下 ， 途 径 的 通 量 控制 分 布 在 几 个 酶 中 ， 而 途径 中 其 他 反应 进行 得 相对 
较 快 ， 其 对 应 的 控制 系数 也 相对 较 小 。 以 往 的 代谢 工程 研究 表明 ， 单 纯 超 表达 限 速 酶 基因 对 
改善 代谢 通 量 未 必 有 明显 的 作用 。 同 样 ， 单 纯 消 除 反馈 抑制 作用 也 未 必 能 增加 代谢 通 量 。 

在 一 个 大 的 代谢 网 络 中 ， 一 般 认 为 只 session 
得 率 。 按 照 刚 性 条 件 分 类 ， 分 支点 分 为 3 类 : 柔性 节点 、 弱 刚性 节点 和 刚性 节点 。 柔 性 节 
通 量 分 布 通过 底 物 亲和力 和 反应 速率 相近 的 苋 争 性 酶 来 控制 ， eae 
需求 而 改变 ， 不 限制 产物 得 率 。 弱 刚性 节点 通 量 分 配 由 其 中 一 个 分 支 途径 控制 ， 这 个 途径 上 
的 酶 具有 相对 高 的 底 物 亲 和 力 或 活力 且 没 有 反馈 抑制 。 强 刚性 节点 处 的 通 量 分 布 受 一 个 或 多 
个 分 支 途径 控制 ， 具 有 反馈 控制 的 特点 。 代 谢 工程 研究 很 重要 的 一 个 方向 就 是 通过 改变 分 支 
点 的 通 量 分 布 来 达到 提高 产物 得 率 的 目的 。 


4. 3. 3 通 量 控制 系数 的 确定 


通 量 控制 系数 是 反映 通 量 控制 的 一 个 重要 度量 标准 ， 其 确定 方法 可 分 为 以 下 4 种 。 
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1. 直接 法 ”根据 通 量 控制 系数 的 定义 ( 式 (4-12) )， 通 过 对 酶 活力 进行 微小 扰动 直接 
测量 得 到 一 组 酶 活力 和 通 量 的 对 应 关系 曲线 ， 然 后 计算 这 条 曲线 的 斜率 ， 从 而 得 到 通 量 控 制 
系数 。 

2. 间接 法 ”根据 控制 系数 和 弹性 系数 的 连接 定理 ( 式 (4-18) 、 式 (4-19) ) ， 通 过 测量 
弹性 系数 来 计算 通 量 控制 系数 。 根 据 弹 性 系数 的 定义 ， 其 数值 可 以 通过 测量 不 同 环境 操作 条 
件 下 代谢 产物 浓度 与 通 量 之 间 的 相对 变化 来 确定 。 

3. 通过 瞬 变 代谢 产物 的 测量 ”假定 酶 反应 动力 学 是 线性 的 ， 则 可 以 根据 下 式 通过 测量 
瞬 变 期 间 代谢 产物 浓度 来 估算 通 量 控制 系数 : 

了 ,Vi(t) 

2° Di; 
式 中 : v(t) 是 通过 第 i 个 酶 催化 反应 的 瞬时 通 量 ; w 是 第 i 个 酶 所 催化 反应 的 稳 态 通 量 ; v 
为 所 考查 的 分 支 途径 的 稳 态 通 量 。 

4. 根据 动力 学 模型 直接 计算 ”代谢 途径 的 动力 学 模型 建立 之 后 ， 可 以 通过 直接 测量 大 
范围 的 酶 活力 扰动 所 产生 的 酶 活力 和 通 量 来 计算 控制 系数 。 线 性 代谢 通 量 控制 系数 等 同 于 偏 
差 指数 ， 其 具体 计算 公式 为 : 


=0 (4-20) 


p= (4-21) 
式 中 : D," 为 偏差 指数 ，E," 表示 扰动 后 的 第 i 个 酶 的 稳 态 酶 活力 ， 其 与 初始 稳 态 酶 活力 雄 
的 关系 为 pf = rE? ; v 为 扰动 后 的 通 量 。 
对 于 分 支 途 径 ， 偏 差 指 数 与 通 量 控 制 系数 之 间 的 关系 为 
D* = cp (4-22) 


其 中 及 = 一 一 (4-23) 


r= 
| = (en = 


式 中 : i、 上 分 别 代表 第 i 个 酶 和 第 个 反应 ; 7; 表示 酶 6, 活力 提高 了 7x, 信 。 


4.4 ”代谢 网 络 结构 分 析 


4.4.1 代谢 网 络 的 结构 分 析 简 介 


前 文 论 述 了 代谢 控制 分 析 (MCA) 的 基本 概念 及 其 关键 参数 的 确定 方法 。 很 明显 ， 
MCA 以 控制 系数 的 形式 提供 了 由 代谢 网 络 中 每 个 反应 步骤 对 代谢 通 量 和 代谢 产物 所 施加 的 
控制 程度 。 

本 节 将 在 前 文 的 基础 上 ， 介 绍 对 更 加 复杂 的 代谢 网 络 通 量 控制 进行 分 析 的 方法 。 一 个 复 
杂 的 代谢 网 络 可 以 定义 为 : 一 个 含有 许多 酶 反应 的 系统 ， 这 些 反 应 产生 和 消耗 代谢 产物 ， 并 
通过 共同 的 前 体 物 、 产 物 或 效应 物 相互 影响 。 该 网 络 通过 一 系列 反应 对 底 物 进行 转化 ， 最 终 
产生 一 种 或 多 种 目的 产物 ， 同 时 竞争 性 产生 一 些 副 产 物 。 

由 于 存在 分 支 是 复杂 系统 所 共有 的 最 简单 的 特征 ， 每 一 个 分 支点 的 存在 都 增加 了 网 络 的 
复杂 性 ， 因 此 有 两 点 需要 明确 : 中 确定 整个 网 络 通 量 控制 中 的 重要 分 支点 ; @ 理 解 在 分 支点 
处 的 通 量 控制 分 布 并 提供 测量 这 种 控制 的 综合 方法 。 

对 于 大 的 生物 合成 网 络 来 说 ， 为 降低 分 析 难 度 ， 需 要 首先 将 反应 分 组 ， 然 后 研究 每 一 个 
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反应 组 对 整个 代谢 通 量 控制 的 影响 。 虽 然 总 体 思路 很 简单 ， 但 实际 执行 步骤 可 能 非常 复杂 ， 
本 节 先 简要 介绍 这 种 系统 研究 的 原则 和 关键 步骤 : 

(1) 第 一 步 是 建立 对 反应 和 途径 进行 分 组 的 原则 。 这 对 简单 的 反应 系统 是 清晰 明了 的 ， 
但 随 着 网 络 的 大 小 和 复杂 性 的 增加 ， 就 变 得 不 那么 清楚 了 。 下 文 几 个 小 节 将 提供 系统 地 对 反 
应 进行 分 组 和 识别 网 络 中 关键 分 支点 的 方法 。 

(2) 组 通 量 控制 系数 (gFCC) 提供 了 一 组 反应 对 代谢 途径 通 量 影响 的 一 种 度量 标准 。 
gFCC 的 确定 将 在 后 文 介绍 ， 利 用 该 值 可 以 进行 以 下 工作 : 第 一 ， 通 过 比较 不 同 gFCC 的 大 
小 有 可 能 确定 单个 的 通 量 控制 系数 ， 从 而 准确 找 出 对 目的 通 量 影响 强烈 的 反应 ; 第 二 ， 通 过 
连续 的 分 组 和 分 析 ，gFCC 人 允许 通 量 控制 被 局 限 在 较 少 的 反应 中 。 

(3) 根据 自 上 而 下 MCA 和 反应 分 组 分 析 ， 可 对 目的 通 量 进 行 优化 。 在 优化 过 程 中 ， 很 
显然 不 可 能 对 生物 合成 网 络 中 所 有 反应 的 速率 进行 任意 增 大 ， 存 在 着 中 间 代 谢 产 物 浓 度 允 许 
变化 范围 的 限制 。 由 于 代谢 产物 水 平 的 过 度 变化 会 影响 网 络 的 稳定 性 ， 因 此 希望 把 它们 维持 
在 正常 的 稳 态 值 附近 。 这 意味 着 需要 在 希望 通 量 大 幅 增加 与 所 允许 的 有 限 的 代谢 产物 浓度 变 
化 这 一 约束 条 件 间 实现 平衡 ， 从 而 得 到 最 优 的 通 量 增加 。 

(4) 最 后 需要 考虑 试验 误差 对 结果 的 影响 。 为 此 ， 要 通过 内 部 一 致 性 检验 以 确保 所 得 
到 的 结果 没有 违反 这 些 关 键 性 假设 。 


4.4.2 单一 分 支点 处 通 量 分 布 的 控制 


本 着 由 简单 到 复杂 的 原则 ， 在 讨论 复杂 体系 的 性 质 之 前 ， ss 
要 先 深入 了 解 单一 分 支点 的 功能 作用 。 对 分 支点 来 说 ， 有 几 本 
个 概念 是 非常 重要 的 ， 包 括 分 支点 通 量 分 布 的 柔性 、 分 支 途 
径 中 通 量 控制 的 分 布 以 及 由 中 间 代谢 产物 浓度 的 极端 水 平 导 
致 代谢 不 稳定 的 可 能 性 。 A 
本 节 将 通过 动力 学 分 析 解释 这 些 问题 。 如 图 45 所 示 的 sw “六 
简单 分 支点 包括 3 个 反应 : A、B 和 C。 由 反应 A 产生 的 中 间 本 
代谢 产物 X 可 被 反应 B 和 C 所 利用 。 在 稳 态 条 件 下 ， 反应 A 人 
的 通 量 严 格 等 于 反应 B 和 C 的 通 量 之 和 。 A、B、C 所 代表 的 代谢 途径 通 量 
假定 这 3 个 反应 都 符合 标准 的 米 氏 ( Michaelis-Menten ) ”分 别 用 J。、Js、Jc 表示 
动力 学 方程 ， 对 于 每 一 个 将 底 物 S 转化 为 产物 了 的 反应 ， 其 
反应 速率 可 表示 为 


Cp 


大 sp 


CS 一 


= (4-24) 


max 


天 
Rs + cs 二 cp (4) 


式 中 ,cs 为 反应 物 浓度 ，cr 为 产物 浓度 ,其 余 参 数 为 特定 反应 的 动力 学 常数 ( 非 负 ) 。 对 
图 4-5 表示 的 分 支点 ， 其 柔性 和 通 量 在 两 条 相互 苋 争 的 分 支 途径 中 的 分 布 由 3 个 反应 动力 学 
曲线 共同 控制 。 因 此 必须 考虑 其 他 代谢 产物 浓度 和 参数 都 固定 不 变 时 ， 分 支点 代谢 产物 X 
的 浓度 变化 对 速率 的 影响 。 此 时 ， 上 游 反 应 A 的 动力 学 方程 可 表示 为 


] — kiacx 
7 一 4-25 
A Dats edi | 二 ] ( 
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而 每 一 个 下 游 反应 的 动力 学 表示 为 


i|, ie {B,C} (4-26) 


和 二 | 


式 中 ， 某 一 特定 反应 的 3 个 参数 请、 已 和 vn 均 是 所 特有 的 动力 学 参数 和 A、B、C 浓度 的 
一 个 复合 式 ， 应 该 注意 的 是 这 些 数值 在 上 述 3 个 反应 速率 方程 式 中 是 不 同 的 。 此 外 ， 每 一 个 
参数 均 非 负 。 若 所 有 上 述 参数 均 不 为 零 , 则 式 (4-25) 和 式 (4-26) 具有 双 曲 线形 式 ， 如 
图 4-6 所 示 。 若 襄 和 (或) h, 为 零 ， 这些 曲 线 将 具有 不 同 的 形式 (图 4-6)。 


图 4-6 反应 速率 和 中 间 代谢 产物 浓度 的 关系 
(a) 上 游 途径 A 的 速率 ;(b) 下 游 分 支 途 径 的 速率 
图 中 曲线 根据 式 (4-25) 和 式 (4-26) 画 出 ， 虚 线 代 表 特 定 参 数值 为 零 的 情况 


对 每 一 个 分 支点 ， 下 游 分 支 途 径 之 间 都 存在 竞争 。 为 了 能 够 将 这 些 概念 扩展 到 复杂 网 络 
的 控制 中 ， 正 确 理解 发 生 在 分 支点 的 稳 态 操作 情况 下 的 竞争 及 分 支点 控制 分 布 的 复杂 性 是 非 
常 重要 的 。 


----VB+VC 
1 


图 4-7 围绕 分 支点 的 3 个 反应 速率 
中 间 代 谢 产物 的 稳 态 浓度 在 曲线 vA 和 曲线 ve + zc 的 交点 ， 即 图 中 c 处 ; 
一 个 分 支点 的 刚性 取决 于 稳 态 浓度 时 每 条 速率 曲线 的 斜率 


分 支点 的 重要 特点 是 它 的 通 量 分 布 ， 即 下 游 分 支 反 应 的 通 量 比 。 一 般 来 说 ， 通 量 的 分 布 
强烈 依赖 于 分 支点 代谢 产物 的 浓度 。 例 如 ， 图 4-7 所 示 的 典型 分 支点 反应 曲线 ， 如 果 XX 的 浓 
度 非 常 高 (ci ) ， 则 两 个 分 支 反 应 都 将 处 于 各 自 的 最 大 有 效 反应 速率 ， 而 cx 的 扰动 对 它们 的 
反应 速率 几乎 没有 影响 ， 即 每 个 反应 对 cx 的 弹性 几乎 为 零 。 这 意味 着 分 支 途 径 B 和 C 之 间 
的 通 量 分 布 是 固定 的 ， 这 时 的 分 支点 定义 为 刚性 分 支点 。 男 一 种 产生 刚性 分 支点 的 情况 是 
cx 的 变化 导致 B 和 C 的 速率 几乎 按 相同 比例 变化 ， 通 量 分 布 仍 保持 不 变 ， 也 就 是 说 ， 每 个 
反应 对 X 增 量 的 竞争 大 致 是 相等 的 ， 并 导致 相近 的 通 量 比 。 另 一 方面 ， 如 果 X 的 浓度 为 c,， 
cx 的 一 个 小 变化 将 导致 B 反应 的 速率 变化 比 C 反应 的 速率 变化 大 得 多 ， 该 条 件 下 两 个 反应 
相对 于 cx 的 弹性 是 不 同 的 ， 此 时 的 分 支点 定义 为 柔性 分 支点 。 实 际 上 ， 反 应 B 比 反 应 C 对 
新 增加 的 X 更 具 苋 争 性 。 

值得 注意 的 是 ， 由 于 稳 态 条 件 下 B 和 C 的 反应 速率 之 和 等 于 A 的 反应 速率 ， 因 此 分 支 
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点 中 间 代 谢 产 物 的 稳 态 浓度 实际 上 依赖 于 3 个 反应 的 动力 学 变化 。 相 应 地 ， 如 果 反 应 A 的 
有 效 速率 被 诱导 改变 ( 如 改变 SA 的 浓度 或 增 大 酶 A 的 活力 ) ，cx 将 达到 一 个 新 的 稳 态 水 平 ， 
导致 3 个 分 支 途径 中 的 通 量 均 发 生变 化 。 分 支点 的 刚性 或 柔性 对 通 量 分 布 的 变化 趋势 提供 了 
定性 的 解释 。 此 外 ， 利 用 下 游 反应 相对 于 分 支点 代谢 产物 水 平 的 弹性 比 可 以 量化 通 量 分 布 的 
变化 。 

图 4-7 中 的 速率 曲线 也 为 理解 围绕 分 支点 的 通 量 控制 提供 了 帮助 。 例 如 ， 考 虑 分 支 A 的 
速率 变化 ， 它 会 通过 X 的 稳 态 浓度 的 变化 传递 到 其 他 分 支 途径 。 对 于 一 个 刚性 节点 ， 每 一 
分 支 途径 的 通 量 将 大 致 按照 同一 比例 变化 。 对 这 样 一 种 变化 来 说 ， 它 对 3 个 反应 的 通 量 控制 
系数 是 大 致 相等 的 ， 而 且 ， 如 果 反 应 B 和 的 速率 都 接近 其 最 大 有 效 反应 速率 ， 对 于 3 个 
反应 来 说 ， 分 支 A 中 的 任何 变化 的 通 量 控制 系数 将 接近 零 ， 但 是 浓度 控制 系数 cx 可 能 具有 
非常 大 的 正 值 。 而 假设 是 柔性 分 支点 ， 反 应 A 的 变化 将 导致 下 游 的 一 个 分 支 代谢 通 量变 化 
比 另 一 途径 大 得 多 ， 对 图 4-7 中 显示 的 c, 处 ， 反 应 A 活力 的 很 小 下 降 将 导致 X 的 稳 态 浓度 
下 降 ， 结 果 反 应 B 的 通 量 比 反 应 C 的 通 量 下 降 大 得 多 ， 这 种 情况 下 ， 浓 度 控制 系数 cx 值 要 
比 刚性 分 支点 的 情况 小 得 多 。 

下 游 分 支点 所 施加 的 控制 也 可 以 从 图 477 中 看 出 : 如 果 在 初始 稳 态 浓度 c, 时 反应 B 的 
活力 增加 ， 则 反应 B 的 速率 曲线 将 向 上 变化 ， 由 于 此 时 反应 C 的 速率 已 经 接近 最 大 有 效 反 
应 速率 ， 因 此 X 稳 态 浓度 的 下 降 不 会 引起 反应 C 通 量 的 明显 变化 ,但 是 ， 反 应 A 和 反应 B 
的 通 量 将 几乎 同样 增加 ; 因此 ， 这 样 一 种 变化 对 反应 C 的 通 量 控制 系数 cg 将 具有 一 个 很 小 
的 负 值 ， 而 ce 和 cf 将 具有 很 大 的 正 值 ， 浓 度 控制 系数 c 也 将 具有 相当 大 的 负 值 。 如 果 分 
支点 是 柔性 的 (图 427 中 c 处 的 情况 ) ， 反 应 B 活性 增加 将 会 增 大 反应 B 的 通 量 ， 同 时 伴随 
X 的 浓度 下 降 和 反应 C 通 量 的 大 幅 下 降 ， 其 反应 A 的 通 量 会 适量 增加 ; 实际 上 ， 这 种 情况 
主要 引起 的 是 通 量 由 反应 C 转向 反应 B， 因 此 cf 将 具有 一 个 很 大 的 负 值 , cf# 具有 一 个 大 的 
正 值 , ce 人 # 具有 一 个 小 的 正 值 ， 同 时 ， 由 于 X 的 浓度 在 一 个 柔性 分 支点 比 在 刚性 分 支点 变化 
得 更 少 ， 浓 度 控制 系数 cgf 也 将 具有 小 的 负 值 。 

虽然 不 同 分 支点 的 速率 曲线 可 能 具有 不 同形 式 ， 但 这 些 典 型 分 支点 分 析 为 理解 更 复杂 的 
网 络 黄 定 了 基础 。 在 一 个 具有 多 个 分 支点 的 复杂 网 络 中 ， 这 些 分 支点 之 间 可 能 存在 一 定数 量 
的 反馈 作用 ， 这 种 情况 下 网 络 中 特定 部 分 的 活性 变化 影响 难以 通过 图 形 说 明 ， 但 可 以 用 数学 
方法 进行 分 析 。 

需要 说 明 的 是 ， 对 一 个 分 支点 ， 可 能 存在 某 种 边界 条 件 ， 限 制 着 可 人 允许 的 活性 变化 。 万 
其 是 ， 在 刚性 分 支点 中 ， 上 游 分 支 途径 的 活性 增加 可 能 导致 中 间 代 谢 产 物 浓度 陡然 增加 ， 而 
下 游 分 支 途 径 的 通 量 未 发 生 显著 变化 ， 如 图 4-7 中 c 处 的 情况 。 另 外 ， 如 果 曲 线 vw 与 mm + 
ve 根本 不 相交 ， 中 间 代 谢 产物 的 浓度 将 达 不 到 稳 态 值 ， 这 意味 着 代谢 不 稳定 ， 此 情况 下 实 
际 代谢 产物 浓度 可 能 下 降 为 零 ， 也 可 能 达到 毒性 水 平 ， 或 者 诱导 出 其 他 代谢 途径 。 这 是 在 实 
际 应 用 中 应 该 避免 的 不 稳定 性 情况 。 

4.4.3 反应 分 组 

如 前 所 述 ， 代 谢 控制 分 析 传 统 上 由 所 涉及 的 各 个 反应 对 网 络 通 量 的 影响 所 确定 ， 因 此 确 
定 控制 系数 的 常用 方法 都 基于 单个 酶 扰动 的 动力 学 ， 及 这 种 动力 学 扰动 对 通 量 的 影响 。 这 种 
自 下 而 上 的 方法 在 研究 简单 途径 或 少量 步骤 代谢 控制 的 网 络 研 究 中 是 非常 有 用 的 。 但 是 ， 对 
于 复杂 途径 ， 要 针对 每 一 个 酶 进行 分 析 太 困难 。 解 决 的 办 法 是 将 反应 分 组 ， 考 查 各 个 反应 组 
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对 代谢 通 量 的 影响 ， 为 此 产生 了 组 通 量 控制 系数 gFCC 的 概念 ， 定 义 为 把 整个 反应 组 作为 一 
步 反 应 时 其 通 量 控制 系数 ， 其 主要 原则 是 将 研究 重点 放 在 反应 组 而 不 是 单个 反应 上 ， 随 着 对 
不 同 反应 组 的 评估 ， 最 后 汇聚 到 对 整个 网 络 的 动力 学 控制 起 主要 作用 的 单个 反应 或 反应 
组 上 。 

1. 组 通 量 控制 系数 ”一 个 组 通 量 控制 系数 定义 为 ， 当 把 整个 反应 组 作为 一 个 单个 反应 
步 又 时 的 通 量 控制 系数 。 图 4-8 (a) 所 示 的 无 分 支 反 应 组 A 就 是 一 个 反应 组 的 简单 示例 。 
如 果 反 应 组 A 内 的 每 一 步 反 应 的 活性 按照 相同 的 比例 被 改变 ， 则 反应 组 A 对 本 身 通 量 "c4 


的 gFCC 定义 为 ; 代谢 通 量 所 产生 的 相对 变化 | 5 | 与 反应 y 组 中 每 一 步 反应 活性 相对 变化 


[正人 组 的 活 性 变化 , 上 二 全 的 比 人， 


dJ “7 
“ch = Xx 一 人 4-27 
CA ET x A ( ) 


式 中 通 量 和 反应 速率 的 上 标 "表示 这 些 量 对 应 于 反应 组 而 不 是 单个 反应 


06 ‘c=04 
! 01 0.3 02, ',! 02 0.2 
5 5 t 


反 调 组 A /a RB JB 
JA=Je 


-一 反应 组 B 


Is RC 
反应 组 和 从 i ORS 


4-8 围绕 连接 代谢 产物 X 的 反应 进行 典型 分 组 示意 图 
(a) 非 分 支 途 径 ;(b) 分 支 途径 
图 中 也 标 出 了 各 组 之 间 的 通 量 平衡 ， 以 及 各 单个 反应 和 反应 组 对 反应 组 B 的 通 量 控制 系数 


由 于 实际 上 不 可 能 使 一 个 反应 组 中 的 所 有 反应 发 生 同 样 幅度 的 扰动 ， 因 此 必须 在 反应 
和 
个 总 反应 替代 了 所 涉及 的 所 有 单个 反应 ， 根 据 通 量 控制 分 析 的 加 和 定理 ， 总 反应 的 gFCC 等 
于 反应 组 中 所 有 单个 反应 的 通 量 控制 系数 之 和 。 

对 如 图 4-8 (b) 中 所 示 的 分 支 代 谢 途 径 ， 其 关键 是 ， 对 每 一 个 分 支 反 应 ， 需 要 确定 其 
中 一 个 分 支 途径 的 变化 对 流 经 所 有 分 支 代 谢 通 量 的 影响 。 因 此 ， 对 于 每 一 个 代谢 网 络 中 的 分 
支 途径 都 有 3 个 gFCC， 这 样 总 共有 9 个 gFCC。 在 更 复杂 的 代谢 网 络 中 ， 可 以 围绕 几 种 不 同 
的 代谢 产物 识别 反应 组 ， 如 此 ， 分 别 确定 围绕 每 一 个 连接 代谢 产物 的 反应 组 的 gFCC 后 ， 依 
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据 不 同 重 释 组 的 gFCC 数据 就 可 以 确定 重 羡 反应 组 之 间 所 共有 的 gFCC 数值 了 。 

2. 组 通 量 控制 系数 的 确定 ”在 分 支 网 络 中 ， 要 确定 组 控制 系数 ， 需 要 知道 连接 反应 组 
的 代谢 产物 浓度 及 其 进入 每 个 反应 组 的 通 量 。 这 些 测量 既 包括 基准 的 稳 态 条 件 下 的 测量 ， 也 
包括 系统 受到 扰动 后 的 新 稳 态 的 测量 。 这 里 所 说 的 扰动 必须 被 限制 在 单个 反应 组 内 ， 包 括 酶 
调控 引起 的 活性 变化 、 酶 基因 拷贝 数 扩 增 或 者 外 部 转运 增强 等 

对 于 一 个 简单 的 分 支点 (图 4-8 (b) ) ， 其 稳定 状态 可 以 用 连接 代谢 产物 X 的 浓度 和 3 
个 组 通 量 J, 、J，、J 表示。 为 了 确定 这 个 分 支点 的 组 通 量 控制 系数 ， 需 要 测量 基态 和 分 别 
对 3 个 支 路 进行 扰动 状态 下 的 组 通 量 ， 以 J 表示 基态 下 通过 组 的 通 量 ,， 以 J。、Jis、 
Ji.c 分 别 表示 源 于 组 A、B、C 的 扰动 所 带 来 的 通过 组 大 的 通 量 。 

每 一 个 扰动 态 都 可 以 用 扰动 常数 K; 来 表示 : 


wR Ci ie 


K, = 一 ;A BG (4-28) 
及 -1 a 
POET TE ee a 
天 二 ke{A,B,C} (4-29) 


很 明显 ， 通 量 扩 增 因子 可 通过 试验 测量 ， 如 果 每 个 扰动 的 扰动 常数 都 已 知 ， 那 么 就 可 以 
根据 式 (4-28) 确定 组 通 量 控制 系数 gFCC: 


“c=K(f: -1) (4-30) 
3. 扰动 常数 K 的 确定 
根据 加 和 定理 : 
Ch+ C+ c=1, ke{A,B,cC} (4-31) 
即 : RCI -17+R(C 1)+RcoCe-1=1， ke A,B,C} (4-32 ) 


(i,k e {A,B,C}) ， 则 可 以 得 到 下 面 加 和 方程 组 : 


定义 : pt = doD= Jo 元 二 yo 


人 人 十 KepB 尘 Kepeé =1 
Kpa + Ksps + Kepe = 1 (4-33) 
Kps + Kaps + Kepe = 1 


1 
| (4-34) 


根据 分 支点 的 物质 守恒 ， 式 (4-34) 是 一 个 奇异 方程 ， 需 要 一 个 补充 方程 才能 求解 扰动 
常数 。 根 据 分 支 原 理 


以 矩阵 形式 表达 为 


# JA 
将 扰动 常数 和 通 量 扩 增 因子 代入 并 进一步 整理 得 到 : 
Kc J 0 
一 = 于 = i 
Ks 所 0 C0 


联 立方 程式 (4-34) 和 式 (4-36) 就 可 求 得 扰动 常数 ， 代 入 式 (4-30) 就 可 以 得 到 9 个 
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组 控制 系数 。 
如 果 反 应 组 的 总 活性 变化 是 已 知 的， 也 可 以 通过 活性 扩 增 因子 7; 来 表示 反应 组 i 内 的 
扰动 : 


es 

fi -1 

一 旦 确定 了 组 通 量 控制 系数 ， 连 接 代谢 产物 组 浓度 控制 系数 (gCCC) 就 可 以 确定 了 ， 

只 要 再 测 出 连接 代谢 产物 在 基态 (cj。) 和 扰动 态 (6;) 下 的 浓度 ， 就 可 以 根据 下 式 求 出 
gCCC: 


ie {A,B,C} (4-37) 


CH= &( 生 -1] ie {A,B,C}, je {1,2,..…,K} (4-38) 
Cj,0 


4.5 ”代谢 途径 优化 


前 面 几 节 对 代谢 通 量 分 析 和 代谢 控制 分 析 原 理 和 方法 进行 了 简要 介绍 ， 作 为 代谢 工程 的 
最 终 目的 还 是 通过 代谢 分 析 找 到 途径 中 的 改进 靶 点 。 本 节 将 讨论 如 何 通 过 代谢 分 析 的 方法 确 
定 以 目的 产物 提高 为 目的 的 代谢 途径 改进 方向 。 本 节 将 以 代谢 途径 每 一 步 反 应 的 动力 学 为 基 
础 ， 求 解 4. 4 节 提 到 的 一 些 代谢 控制 参数 。 


4.5.1 酶 反应 动力 学 


关于 酶 反应 动力 学 的 详细 内 容 可 参考 本 书 前 面 章节 的 论述 ， 本 节 以 在 生物 化 学 领域 应 用 
最 广 的 米 氏 ( Michaelis-Menten) 酶 反应 动力 学 为 例 ， 介 绍 代谢 途径 优化 研究 的 方法 。 

需要 说 明 的 是 ， 酶 反应 动力 学 构建 的 模型 中 存在 着 大 量 的 非 线 性 方程 或 函数 ， 使 得 其 在 
数学 上 并 不 易 处 理 ， 尤 其 是 在 有 时 间 限 制 (例如 根据 代谢 模型 进行 发 酵 过 程 在 线 控制 ) 的 
条 件 下 ， 可 能 会 带 来 错误 的 结果 。 对 于 非 线性 函数 的 优化 问题 ， 远 没有 线性 函数 的 优化 问题 
容易 处 理 ， 尽 管 一 些 仿生 的 进化 算法 已 经 被 用 来 解决 这 类 问题 。 

接 下 来 将 介绍 一 种 近似 的 线性 化 方法 ， 以 处 理 复杂 代谢 网 络 的 非 线性 问题 ， 并 实现 代谢 
途径 优化 的 目的 。 


4.5.2 窜 函 数 近似 法 


对 于 米 氏 函数 ， 可 以 在 任意 稳 态 操作 点 找到 一 个 短 函 数 表达 式 ， 使 之 与 米 氏 函数 在 一 定 
范围 内 近似 : 


区 


让 三 CR (4-39) 
式 中 ,4a 为 速率 常数 ，g 为 动力 学 级 数 ,针对 应 于 底 物 浓度 cx 。 宕 函数 式 (4-39) 的 优点 在 
于 其 可 以 通过 对 等 式 两 边 直 接 取 对 数 进行 线性 化 : 


lnv = lna + glnX (4-40) 
根据 上 式 可 直接 求 得 动力 学 级 数 g ， 并 根据 g 求 得 速率 常数 a : 
_d,X _ dw 


ST dF v dnx (4 
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荐 号 : 疡 到 汪 (4-42) 
式 中 ,wm 为 已 点 处 的 酶 反应 速率 。 
动力 学 级 数 和 速率 常数 的 数值 会 随 着 操作 点 选择 的 不 同 而 变化 ， 但 是 近似 方程 的 结构 总 
是 不 变 的 ， 这 意味 着 即使 不 知道 基本 过 程 的 确切 结构 也 可 以 建立 近似 方程 。 
通过 这 种 方式 , 在 计算 多 变量 速率 V(X ,XX ,XX ,XX ，,…,X,) 的 短 函 数 近 似 值 时 ， 可 以 选 


择 一 个 含有 nn 维 的 操作 点 P(pi ,ps ,ps ,ps，… ， 在 n+1 次 对 数 空间 中 通过 线性 变化 得 到 
如 下 的 震 函 数 形式 : 
V = aXt XX Xs. Xe (4-43) 


每 一 个 动力 学 级 数 g, 可 以 直接 通过 在 操作 点 PP 处 的 V 对 X, 求 偏 微分 得 出 。 
ea X: 9CnP) 
ST ok VY ddnX,) 
同样 ， 类 似 于 单 底 物 时 式 (4-42) 的 情形 ， 速 率 常数 为 
Q = Vp* pr pa®*pa®™ (4-45) 
例 4-5 反应 动力 学 的 震 函 数 近似 法 。 
以 厌 氧 条 件 下 酵母 批 式 发 酵 葡 萄 糖 为 例 ， 其 通用 的 模拟 生长 和 产物 抑制 的 模型 为 
Gy Kk, 
FT Pm rr +c, (1 
式 中 : cy 和 分 别 是 底 物 葡萄 糖 和 产物 乙醇 的 浓度 ; K, 是 生长 比 速率 最 大 值 一 半 时 的 葡萄 
糖 浓 度 ; K, 表征 产物 抑制 作用 。 从 式 (1) 可 以 看 出 ， 比 生长 速率 函数 凡 依赖 于 2 个 变量 ， 
因此 其 宕 函数 近似 方程 有 如 下 的 符号 形式 : 


(4-44) 


六 ~ (2) 
利用 偏 微 分 计算 动力 学 Wn 
-0M. Ks K 0 K 
eu oc Kk he K, + (有 +c)2 4 K+o 0 
I 
82 bc， pn K+e, 49 
Wo (5) 


值得 注意 的 是 ，g, 是 正 值 ， 它 表示 较 高 的 底 物 浓度 产生 较 快 的 生长 比 速率 ， 而 g, 是 负 
值 ， 反 映 了 乙醇 的 抑制 作用 。 


4.5.3 5 系统 方法 


4.5.2 节 利 用 寡 函 数 形式 描述 了 一 般 系 统 的 反应 动力 学 ， 为 生物 化 学 系统 理论 oo 
奠定 了 框架 基础 。 一 般 在 生化 系统 分 析 中 ， 可 以 采用 一 系列 微分 方程 表征 系统 动力 学 
个 方程 代表 因 变 量 X, 的 变化 。 系 统 也 可 能 包含 自 变 量 ， 它 们 在 任何 给 et 
化 ， 但 改变 实验 条 件 时 可 能 是 不 同 的 。 
蕊 库 的 变化 速率 (总 ) 用 通用 形式 表示 为 
人 ,Ne 
= -ee i = 1,2,°,n (4-46) 
式 中 ,前 ”个 变量 石 , 现 ，…， 工 , 是 相关 的 ， 而 随后 的 m 个 变量 XX,,, , 匀 ,,，，…，X, ,是 独 
立 的 。 函 数 大 代表 促进 总 生成 的 所 有 作用 而 太 代表 促进 X; 分 解 的 所 有 作用 。 
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以 式 (443) 的 形式 描述 式 (4-46) 中 的 老 函 数 VY 和 的 表达 式 ， 就 得 到 对 应 的 5 系 
统 表达 式 : 


站 = «li -lis, i (4-47) 


式 (447) 中 每 一 项 仅 包括 那些 与 动力 学 级 数 有 关 并 对 该 项 有 直接 影响 的 变量 。 例 如 ， 

如 果 仅 有 XX ,XX ,XX 影响 万 ， 那 么 它 的 表达 式 为 
We = A (448) 

除 5 系统 外 ， 综 合 质量 作用 系统 (GMA) 也 是 一 种 常见 的 基于 短 函 数 的 表达 形式 ， 它 
将 每 个 反应 或 过 程 分 别 列 出 ， 每 个 进入 或 离开 代谢 产物 库 的 过 程 单独 用 窜 函 数 的 乘积 来 
代替 。 

根据 线性 近似 的 原则 ，5 系统 可 以 用 分 段 方式 表示 。 一 旦 变量 离开 操作 点 一 定 程度 ， 都 
可 以 选择 新 的 稳 态 操作 点 ， 重 新 计算 索 函 数 近似 表达 式 ， 并 且 分 析 转 至 新 的 参数 表征 。 

下 面 以 一 个 简单 的 分 支 反 应 例子 来 说 明 $ 系统 方法 。 

例 4-6 分 支 反应 的 5 系统 表示 。 


7 
(A 
Eerie A 
XX 坟 一 志 
图 4-9 有 抑制 作用 的 分 支 反 应 


图 4-9 表示 了 一 个 有 抑制 作用 的 分 支 反 应 。 系 统 有 一 个 独立 变量 和 3 个 非 独 立 变量 。 初 
始 底 物 用 独立 变量 已 表示 ,已 的 生成 受到 独立 输入 变量 已 的 影响 ， 同 时 也 受 X, 的 抑制 作 
用 。 因 此 这 两 个 变量 都 列 入 方程 的 生成 项 中 。XX, 的 降解 仅 与 本 身 有 关 ， 虽然 它 流向 XX、%,， 
但 是 这 两 个 变量 仅仅 是 被 动 的 接受 ， 对 X, 的 降解 速度 没有 直接 影响 。 因 此 ， 图 示 的 5 系统 
方程 表示 如 下 : 


1 = XX -BT ， X.(0) = XX 的 初 值 


= Xt” 一 BT22 ， X,(0) =X, 的 初 值 


~。 


3 = 03 避 全 — BXs” ， 了 (0) = 总 的 初 值 
= 常数 
4.5.4 5 系统 的 灵敏 度 分 析 


灵敏 度 分 析 研究 的 是 生化 系统 对 偏离 稳 态 的 瞬时 扰动 的 响应 。 在 灵敏 度 分 析 中 涉及 两 个 
重要 的 概念 : 对 数 增益 (log gain) 和 灵敏 度 。 

对 数 增 益 反映 的 是 生物 化 学 系统 对 独立 变量 变化 的 响应 程度 ， 典 型 的 独立 变量 变化 的 例 
子 是 当 生 物 从 一 个 环境 到 另 一 个 环境 的 条 件 变化 。 

灵敏 度 反 映 的 是 生物 化 学 系统 对 其 内 部 参数 变化 的 响应 程度 ， 例 如 途径 结构 的 改变 、 酶 
活力 改变 、 基 因 突 变 等 。 

在 系统 处 于 稳定 状态 时 ， 即 使 有 扰动 ， 所 有 变量 值 都 保持 恒定 ， 即 : 


Re 
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0 - «lla -8 jx， = 1,2，,… (4-49) 
假设 速率 常数 a, 和 都 不 为 零 E 则 可 以 将 等 式 右 带 负 号 的 项 都 移 到 左边 ， 通 过 取 对 
数 ， 就 可 以 得 到 关于 初始 变量 的 对 数 线性 方程 ， 即 : 


mn(B) + 之 [ln(E)1= na)+ 之 [ein(E)1]， 1 =12,… (4-50) 
jal j=1 
定义 y = lIn( 包 ) ， 则 : 


n+tm n+m n+m 


2 89, 和 了 hy, = 和 (gy -hy = In(B) -In(@), i=1,2,%,n (4-51) 
j= 4 


最 后 ,定义 oj = gj -hy ,bi = ln(B;) -ln(@) = ln(B,/aq) ， 那么 具有 m 个 独立 变量 以 
及 nn 个 非 独立 变量 的 S 系统 稳 态 可 以 用 一 组 (n 个 ) 线性 方程 表示 出 来 ， 即 : 
人 (4-52) 


对 式 Be 52) 以 矩阵 形式 表示 ， 以 4 表示 与 非 独立 变量 (j = 1,2,…,n) 相关 的 动力 学 
级 数 ， 以 yp 表示 由 非 独立 变量 对 数值 组 成 的 向 量 ; 4 表示 与 独立 变量 (j = n+1,…,n +m) 


相关 的 对 应 量 w (ay = g; -局 ) ， 以 为 表示 由 独立 变量 对 数值 组 成 的 向 量 ;以 了 表示 由 速率 
常数 比值 的 对 数值 5, 组 成 的 向 量 ， 则 方程 式 (4 -52) 可 简写 为 


4p yop+Ar- y=b (4-53) 
如 果 系 统 存在 一 个 非 零 的 稳 态 点 ， 那 么 A 存在 逆 甜 阵 ， 则 非 独立 变量 的 值 为 : 
yo = A5 6b-AsAy = Mb +Ly (4-54) 


式 中 ,矩阵 MM = A5 ， 其 组 成 元 素 即 为 引起 速率 常数 变化 的 系统 灵敏 度 ， 而 乘积 L = - 47 ， 
4 ,乘积 工 由 对 数 增益 工 ,,，= L(,X,) 组 成 。 

在 式 (4-54) 中 ， 每 一 个 灵敏 度 都 量化 了 一 个 由 速率 常数 如 a 的 相对 变化 引起 的 非 独 
立 变量 成 的 相对 变化 程度 。 在 数学 上 ， 灵 敏 度 是 一 个 无 限 小 的 量 : 
gln(X) _ dy; 
gln(a;) oln(a,) 

同 理 ， 每 个 对 数 增益 二 (已 ,和 se) 都 量化 了 由 独立 变量 ,i 的 相对 变化 引起 的 非 独 立 变 
量 总 的 相对 变化 程度 。 在 数学 中 ,代谢 产物 的 对 数 增益 定义 为 


SSCA 二 (4-55 ) 


本 9ln(X;) Oy; 
L(Y = dln(T) = By (4-56) 


灵敏 度 和 对 数 增益 将 代谢 途径 的 局 部 特性 与 整个 系统 的 反应 联系 起 来 ， 研 究 这 些 局 部 特 
性 ， 可 用 来 判断 模型 设计 是 否 存在 错误 。 

除了 上 面 所 说 的 代谢 产物 浓度 的 对 数 增益 之 外 ， 还 存在 作为 独立 变量 的 通 量 对 数 增益 。 
假定 系统 处 于 稳 态 的 前 提 下 ， 变 量 的 流入 和 流出 是 平衡 的 ， 那 么 选择 哪 一 个 通 量 来 计算 通 量 
对 数 增益 就 无 关 紧 要 了 。 在 $ 系统 中 ,任意 一 个 非 独 立 变 量 X,(i = 1,2,…,n) 的 稳 态 通 量 都 
可 以 表示 为 


Vi=a, Tw - = plix 六 (C457) 
将 等 式 两 边 取 对 数 后 ， 得 到 一 一 个 关于 对 数 变 量 = ln( 已 )( = 1,2,…,n+m) 的 线性 方 
程 。 例 如 对 于 Vi ， 可 以 和 2 
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In(Vi) = In(@) + De 十 gay + 村 Ep (4-58) 
等 式 右 边 前 2 项 含有 速率 常数 和 与 非 独 立 变量 严格 相关 的 要 素 ， 如 果 某 个 变量 (如 y, ) 
发 生变 化 ， 前 两 项 是 不 受 影响 的 ; 第 3 项 表示 y, 对 流量 Vi 的 直接 影响 ;而 第 4 项 反映 的 是 
由 yi 变化 引起 的 其 他 代谢 产物 响应 所 带 来 的 间接 影响 。 
类 似 地 ， 关 于 总 对 通 量 Vi? 的 对 数 增益 定义 为 与 y 变化 相关 的 In( 玉 ) 或 In( 广 ) 的 变 
化 。 这 种 变化 同样 可 由 偏 微分 方程 求 得 ， 如 下 式 : 
lIn(Vi,X) = ga + 2 gb (4-59) 


式 中 , L，= L(,X) 指 的 是 式 (4-56) 中 所 提 到 的 代谢 产物 浓度 增益 了。 与 X 相关 的 通 
大 
量 Vi 的 增益 同样 可 用 下 式 表示 : 


天 呈 三 志 二 六 元 天 (4-60) 
7j=1 
由 于 稳 态 时 大 和 大 是 相等 的 ， 因 此 它们 的 增益 也 是 相等 的 : 
In(Vi ,X) = In( Vr,X,) (4-61) 


上 面 的 表达 形式 直观 地 反映 出 系统 在 受到 干扰 前 后 都 处 于 稳定 状态 ,任何 VY 和 到 的 变 
化 都 应 具有 相同 的 幅度 。 

实际 上 ， 对 数 增益 的 定义 与 前 文 所 介绍 控制 系数 是 一 致 的 : 当 总 为 代谢 通 量 , X 为 酶 活 
力 时 ， 对 数 增益 A(X ,X) 即 为 通 量 控制 系数 ;同样 ， 当 马 为 代谢 产物 浓度 , 总 为 酶 活力 时 ， 
对 数 增益 L(X;,X,) 即 为 浓度 控制 系数 。 因 此 ， 当 代谢 系统 动力 学 模型 已 知 时 ， 很 容易 通过 
5 系统 表达 形式 求 出 这 些 控制 系数 。 

灵敏 度 和 对 数 增益 在 模型 诊断 方面 是 很 有 用 的 工具 。 高 灵敏 度 和 对 数 增益 说 明 一 个 参数 
或 独立 变量 的 微小 变化 会 对 系统 产生 很 强烈 的 影响 。 但 在 大 多 数 情况 下 ， 要 得 到 这 种 强烈 的 
影响 可 能 是 不 现实 的 ， 这 表示 模型 中 存在 错误 。 

对 数 增益 对 于 优化 问题 尤为 重要 。 因 为 这 些 增益 指出 了 每 个 非 独 立 变 量 或 通 量 受 独立 变 
量变 化 影响 的 程度 ， 因 此 对 数 增 益 提 供 了 一 个 可 能 对 优化 工作 有 用 的 独立 变量 筛选 工具 。 如 
果 一 个 独立 变量 的 对 数 增益 接近 零 ， 那 么 ， 即 使 这 个 变量 发 生 很 大 变化 也 不 会 对 系统 产生 多 
大 影响 。 另 一 方面 ， 如 果 目 的 代谢 产物 或 通 量 对 某 个 特定 的 独立 变量 的 对 数 增益 很 高 ， 这 个 
变量 就 可 能 是 优化 产量 或 通 量 的 一 个 非常 好 的 选择 。 


4. 5.5 代谢 途径 的 $ 系统 优化 方法 


进行 代谢 控制 分 析 的 目的 在 于 : 通过 对 代谢 途径 控制 结构 的 了 解 ， 确 定 目的 通 量 增 大 的 
通 量 分 配方 案 。 这 是 一 个 针对 代谢 系统 的 优化 问题 。 
可 以 把 代谢 途径 优化 分 为 5 类 : 第 1 类 涉及 反应 速率 和 稳 态 通 量 的 最 大 化 ; 第 2 类 致力 
于 物质 转化 时 间 的 最 小 化 ， 即 得 到 较 高 的 产 率 ; 第 3 类 是 中 间 代 谢 产物 浓度 最 小 化 ; 第 4 类 
是 热力 学 效率 的 优化 ; 第 5 类 是 最 优 的 化 学 计量 和 代谢 网 络 设计 ， 最 大 理论 得 率 计算 即 属于 
此 类 问题 。 
然而 ， 实 际 的 生物 化 学 系统 并 非 线 性 的 。 类 似 于 生物 代谢 这 样 的 复杂 生化 反应 网 络 ， 都 
具有 复杂 的 非 线 性 动力 学 特征 。 对 于 非 线 性 系统 最 优化 问题 ， 如 果 函 数 或 约束 条 件 非常 复 
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杂 ， 就 不 可 能 获得 精确 的 分 析 解 ， 而 必须 利用 搜索 算法 寻找 最 优 解 。 相 对 于 非 线 性 问题 ， 线 
性 系统 的 优化 就 要 简单 得 多 。 因 此 ， 如 果 能 将 非 线性 优化 转化 为 可 解 的 线性 问题 ， 求 解 就 容 
易 得 多 了 。 

前 面 已 经 提 到 ， 可 以 在 指定 的 稳 态 操作 点 处 将 通常 的 米 氏 速率 函数 形式 转换 为 客 函 数 的 
S 系统 形式 ,通过 进一步 取 对 数 的 方式 将 其 进行 线性 化 。 因 此 ， 适当 条 件 下 将 代谢 途径 优化 
的 非 线 性 问题 限定 在 合理 线性 化 的 范围 内 是 完全 可 行 的 。 

稳 态 条 件 下 ，5 系统 形式 通过 取 对 数 线性 化 ， 可 以 直接 利用 单纯 形 法 进行 优化 计算 ， 把 
对 极 值 的 搜索 缩小 到 可 行 域 的 几 个 顶点 上 。 典 型 的 $ 系统 优化 问题 包括 以 下 一 些 方面 。 

目标 函数 (优化 目标 可 以 为 目标 途径 的 通 量 最 大 化 、 底 物 转化 率 最 大 化 、 代 谢 产物 浓 
度 最 大 化 等 ) : 

max ln ( 通 量 ) 

满足 以 下 条 件 (可 能 只 需 满足 部 分 条 件 也 可 能 全 部 都 满足 ) : 

(1) 稳 态 方程 ， 用 变量 的 对 数 形式 表示 ; 

(2) ln (独立 或 非 独 立 变 量 ) < 常数 ; 

(3) In (独立 或 非 独 立 变 量 ) 三 常数 ; 

(4) In (独立 或 非 独 立 变 量 ) = 常数 ; 

(5) In (独立 或 非 独立 变量 ) 无 限制 条 件 ; 

(6) In ( 通 量 ) < 常数 ; 

(7) ln ( 通 量 ) 三 常数 ， 

(8) ln ( 通 量 ) = 常数 ; 

(9) ln ( 通 量 1/ 通 量 2) 无 限制 条 件 。 

约束 条 件 (2) 和 (3) 规定 了 变量 取 值 必须 在 一 定 范围 内 ， 在 某 些 情况 下 ， 变 量 是 不 
能 改变 的 ， 这 种 情况 可 以 通过 约束 条 件 (4) 表示 ; 而 在 其 他 的 某 种 极端 情况 下 ， 变 量 可 以 
假定 为 任何 正 数 ， 这 种 情况 以 约束 条 件 (5) 表示 ; 条 件 (6) ~ (8) 是 关于 通 量 的 类 似 
约束 ; 条 件 (9) 表示 代谢 流 V, 和 的 比值 保持 在 某 个 界限 以 下 。 

上 述 目标 函数 和 约束 条 件 都 可 以 通过 取 对 数 进 行 线性 化 ， 非 线性 优化 问题 就 变 成 简单 的 
线性 规划 了 。 


4.6 ”代谢 工程 的 应 用 


4. 6. 1 代谢 通 量 分 析 的 应 用 


前 面 介绍 了 胞 内 代谢 通 量 的 计算 方法 以 及 利用 代谢 通 量 分 析 解 析 细 胞 代谢 状态 的 重要 
性 。 应 该 强调 的 是 ， 代 谢 通 量 是 细胞 生理 学 的 最 基本 量度 ， 与 胞 内 代谢 产物 浓度 一 起 ， 为 揭 
示 代 谢 通 量 控制 的 复杂 机 制 提供 了 必要 信息 。 因 此 ， 代 谢 通 量 分 析 并 非 简单 的 矩阵 变换 ， 而 
是 试图 获得 细胞 状态 的 全 面 状 况 ， 其 与 测 得 的 胞 内 通 量 、 放 射 性 核 素 标记 分 布 、GC-MS 以 
及 其 他 特定 的 数据 相 一 致 。 

为 了 对 前 文 介绍 的 概念 和 方法 加 深 理解 ， 本 节 将 利用 两 个 代谢 通 量 分 析 实 例 进行 说 明 。 
以 便 更 深入 地 理解 细胞 的 代谢 状态 ， 并 对 湿 实 验 提供 有 效 的 建议 ; 而 且 ， 所 述 步 又 可 以 为 进 
行 类 似 研究 提供 范本 ， 以 识别 代谢 网 络 中 的 关键 分 支点 和 最 可 能 限制 产物 得 率 及 产 率 的 反应 
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步骤 。 

近年 来 已 有 很 多 文献 报道 了 利用 代谢 通 量 分 析 的 方法 进行 的 研究 ， 如 : 

(1) 酿酒 酵母 (Saccharomyces cerevisiae) 的 厌 氧 生长 : 除 计 算 代 谢 通 量 分 布 ， 还 利用 
MFA 分 析 了 S. cerevisiae 各 种 同 工 酶 的 可 能 作用 , 证 实 了 这 可 以 解释 乙醇 脱氧 酶 同 工 酶 的 
作用 。 

(2) 肺炎 克 雷 伯 菌 ( Klebsiella pneumoniae) 厌 氧 发 酵 甘 油 的 过 程 : 通过 MFA 分 析 ， 研 
究 了 该 菌株 厌 氧 发 酵 甘油 主要 分 支点 的 刚性 。 

(3) 丙酮 丁 醇 梭 菌 ( Clostridium acetobutylicum) 生产 溶剂 的 过 程 : 利用 MFA 研究 了 产 
酸 途 径 对 溶剂 生产 的 作用 ， 发 现 丁 酸 合成 相关 酶 在 丁 酸 摄取 过 程 中 不 需要 与 丙酮 途径 耦 联 ， 
而 乙酸 合成 相关 酶 对 维持 稳定 阶段 乙酸 与 乙酰 辅酶 A 之 间 的 碳 循环 有 重要 意义 ， 据 此 ， 指 
导 和 验证 了 菌株 代谢 工程 改造 策略 ， 重 构 了 该 菌株 的 基因 组 规模 代谢 网 络 模型 ， 包 括 502 个 
反应 、479 种 代谢 产物 ， 利 用 MFA 成 功 预测 了 产 酸 阶段 的 代谢 通 量 分 布 ， 并 通过 非 线 性 规 
划 计 算 了 产 溶剂 阶段 的 代谢 通 量 。 

随 着 全 基因 组 序列 的 陆续 公布 ， 代 谢 通 量 分 析 的 范围 也 由 局 部 或 简单 网 络 扩 展 到 全 局 规 
模 ， 但是， 所 用 的 基本 步骤 和 方法 仍然 包含 在 本 章 前 文 所 介绍 的 内 容 中 。 


4. 6.2 代谢 控制 分 析 在 微生物 代谢 工程 中 的 应 用 一 一 酿酒 酵母 发 酵 葡 萄 糖 生产 乙醇 
的 代谢 优化 


乙醇 是 一 种 重要 的 液体 燃料 ， 很 多 国家 和 地 区 将 其 定位 为 传统 化 石 燃料 的 重要 替代 品 或 
补充 。 酵 母 及 其 他 很 多 微生物 都 能 利用 可 再 生 的 原料 生产 乙醇 ， 其 中 酵母 的 乙醇 得 率 较 高 ， 
是 发 酵 生产 乙醇 最 常见 的 微生物。 有 关 酵 母 发 酵 的 生化 知识 了 解 较 为 深入 ， 关 于 菌 体内 葡萄 
糖 消 耗 速率 和 乙醇 及 甘油 生成 速率 的 研究 也 很 多 , 已 经 建立 了 比较 完善 的 有 关 代 谢 产 物 动力 
学 ， 丰 富 的 定性 和 定量 信息 为 进行 代谢 途径 优化 分 析 提 供 了 充分 依据 。 

本 节 将 以 酿酒 酵母 天 氧 转 化 葡萄 糖 为 乙醇 、 甘 油 、 糖 原 为 例 ， 阐 述 如 何 通过 已 有 的 动力 
学 方程 来 建立 $ 系统 模型 ， 并 通过 $ 系统 模型 进行 代谢 控制 分 析 和 优化 。 

1. 葡萄 糖 发 酵 产 乙醇 的 代谢 机 制 ” 根 据 文献 相关 信息 ， 简 化 的 代谢 途径 模型 如 图 4-10 
所 示 ， 用 传统 的 米 氏 反应 可 推导 建立 相关 的 动力 学 方程 。 

(1) 模型 的 第 一 步 是 胞 外 葡萄 糖 转运 到 胞 内 ， 这 个 步骤 不 能 省 略 ， 实 验 中 胞 外 葡萄 糖 
浓度 易于 控制 ， 而 且 转 运 步骤 被 6- 磷 酸 葡 萄 糖 抑制 ， 因 而 这 一 步 是 重要 的 调控 点 。 

(2) 转运 到 胞 内 的 葡萄 糖 被 已 糖 激 酶 磷酸 化 ， 生 成 6- 磷酸 和 葡萄糖。 在 胞 内 ，6- 磷 酸 葡 
萄 糖 是 整个 代谢 途径 的 第 一 个 分 支点 〈 该 例 中 仅 考虑 两 个 重要 的 分 支 : 一 是 糖 酵 解 的 主要 
支 路 ， 生 成 乙醇 ; 另 一 支 路 负责 多 糖 ( 糖 原 ) 和 海藻 糖 的 生成 。 进 入 磷酸 戊 糖 途径 的 流量 
在 工业 条 件 下 并 不 明显 ， 因 而 被 忽略 ) 。6- 磷 酸 葡 萄 糖 和 6- 磷酸 果糖 由 于 很 容易 相互 转化 ， 
所 以 在 模型 中 将 它们 合 在 一 起 。 

(3) 接 下 来 ， 磷 酸 果 糖 激酶 将 果糖 磷酸 化 ， 生 成 1 6- 二 磷酸 果糖 。 如 果 1, 6- 二 磷酸 果 
糖 激 酶 有 活性 ，6- 磷 酸 果糖 和 1, 6- 二 磷酸 果糖 间 的 无 效 循环 可 能 会 很 重要 。 但 在 工业 化 试验 
中 ， 这 种 酶 是 典型 的 无 活性 酶 ， 无 效 循环 因此 不 包含 在 模型 中 。1, 6- 二 磷酸 果糖 可 以 用 来 生 
产 甘 油 或 磷酸 烯 醇 式 丙 酮 酸 。 最 后 ， 磷 酸 烯 醇 式 丙 酮 酸 被 丙酮 酸 激酶 转化 生成 乙醇 ， 这 一 步 
被 1, 6- 二 磷酸 果糖 激活 。 

(4) 建 模 过 程 中 ， 除 了 这 些 主要 途径 的 反应 ， 还 需要 考虑 ADP 和 ATP 间 的 转化 。 
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图 4-10 酿酒 酵母 厌 氧 转化 葡萄 糖 生产 乙醇 、 甘 油 和 多 糖 的 简化 模型 
实 线 箭 头 代表 反应 ， 虚 线 箭头 代表 调控 


2. 物料 平衡 方程 ” 据 图 4-10 可 以 列 出 物料 平衡 方程 式 (4-62 ) ， 中 间 产 物 浓 度 的 变化 


站 = Vi, — Vx 
Xs = Vuk — Vppk 一 了 pu 
和 = Vprk — Veapp — 0.5Veo (4-62) 


Xs = 2Vcapp — Vpx 
E 2Vcapp 尝 Vx Te 加 Vpa Te 本 V Mrpase 
式 中 ,变量 总 代表 中 间 代 谢 产物 的 浓度 变化 速率 ， 马 表示 葡萄 糖 ， 计 表示 6- 磷 酸 葡萄 糖 ， 
马 表示 1, 6- 二 磷酸 果糖 ， 蕊 表示 磷酸 烯 醇 式 丙酮 酸 ， 马 表示 ATP; 了 代表 如 下 流量 : 风 表 
示 被 运 到 胞 内 的 糖 ，Vix 表示 己 糖 激酶 催化 的 反应 ; Far 表 示 磷 酸 果糖 激酶 催化 的 反应 ; 
se 表示 3- 磷 酸 甘 油 醛 脱 氢 酶 反应 ; ex 表示 丙酮 酸 激酶 反应 ; Vo 表示 糖 原 合成 酶 反应 ; 
Tu 表示 3- 磷 酸 甘 油 脱氧 酶 反应 ， 与 fix 成 正比 ; re 表示 ATP 的 总 用 量 。 乙醇 的 生产 速率 
被 丙酮 酸 激酶 的 反应 通 量 fax 所 控制 ， 生 成 乙醇 的 通 量 可 记 作 in。 

显然 ， 总 、 总 、 总 、 总 、 总 均 为 非 独立 变量 ， 而 胞 外 葡萄 糖 浓 度 、 酶 活力 和 酶 量 为 
独立 变量 ， 它 们 影响 代谢 途径 但 本 身 不 被 系统 的 动力 学 状态 影响 。 据 此 ， 研 究 人 员 给 出 了 详 
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细 的 稳 态 条 件 下 代谢 产物 浓度 、 酶 活力 和 反应 通 量 实验 值 ， 如 表 4-2 ~ 表 4-3 所 示 。 表 中 6- 
磷酸 葡萄 糖 、6- 磷 酸 果糖 、1, 6- 二 磷酸 果糖 和 3- 磷酸 甘油 酸 的 胞 内 浓度 是 通过 胞 内 ”P-NMR 
获得 的 糖 磷酸 盐 的 共振 响应 来 估计 的 ， 葡 萄 糖 的 利用 及 其 向 不 同 终 产 物 的 转化 则 通过 ”C- 葡 
萄 糖 的 NMR 谱 测定 。 
表 4-2 发酵 途径 主要 胞 内 产物 的 稳 态 浓度 
代谢 产物 缩写 浓度 (mmol . 工 …) 
胞 内 葡萄 糖 Gle (in) 0. 035 
6- 磷 酸 葡 萄 糖 G6P 1.01 
1, 6- 二 磷酸 果糖 FDP 9. 14 
磷酸 烯 醇 式 丙 酮 酸 PEP - 0. 0095 
三 磷酸 腺 苷 ATP | ke 
烟 酰胺 腺 味 叭 二 核 背 酸 比率 NADHZNAD 0. 042 (无 单位 ) 


酶 / 步 又 了 竺 三 最 大 酶 活力 代谢 通 量 
和 葡萄糖 转运 加 19.7 15.96 
己 糖 激酶 . 15. 96 
1- 磷 酸 果糖 激酶 5 15. 94 
甘油 醛 脱氧 酶 2 15. 06 
丙酮 酸 激酶 30.11 
多 糖 生物 合成 0.014 
甘油 生物 合成 2 bz 
ATP 酶 ] 28. 31 


次 生 代谢 产物 如 ATP 和 NADH 在 模型 中 未 明确 标 出 ， 但 对 代谢 途径 动力 学 是 有 直接 影响 
的 ， 需 要 充分 考虑 。NADH 和 NAD+* 之 间 以 及 腺 苷 酸 碱 的 转化 是 间接 定量 的 ， 因 为 NADH/ 
NAD + 十 分 恒定 ， 所 以 被 视 为 独立 变量 。 实 验 结果 进一步 证 实 ，NADH 和 NAD * 的 总 量 大 约 为 
2mmol . L”'， 各自 的 浓度 分 别 为 : cwng =0.081mmol . 工 工 ，cwny =1.919mmol. 工 一 。 

3. 动力 学 模型 ”对 于 图 4-10 所 示 的 代谢 途径 ，Galazzo 和 Bailey 已 给 出 详细 的 动力 学 
模型 。 

(1) 糖 运输 : V。= Vs + Keepceep (4-63) 
式 中 , 内 =19.7mmol. 工 min ;Ke = -3.7min-:。 

a Vi 

(2) 己 糖 激酶 步骤 : fr = RR a Ke 

CiaCarp Cn CAP 


式 中 , Vi =68.5; Ki =0.0062; Ke =0.11; Km =0.1。 
G G 


(4-64) 
+1 
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(3) 6- 磷 酸 葡萄 糖 降解 步 又 
人 磷酸 果糖 激酶 反应 : 


CATP 


TO 0. 0 6 


了 RT) 
1 


Re 


Ls = exp(4.17 x pHi - 20.4225) - 1658. 22 


_ 1 +0.76cavp 
| Re 
T= 1 +0.0005c + CAm + 0. 0005e CAm (4-65 ) 
F6P 二 FEP 0.6 6 
式 中 , 内。=31.7; F6P 表示 6- 磷 酸 果 糖 。 
@ 糖 原 合成 酶 催化 反应 : 
1 

Vo, = Vey Ky Ea , (4-66) 

Cuppc Ceep 


式 中 , Kx =1, K* =1.1。 
(4) 1,6- 二 磷酸 果糖 降解 步 又 
GD 3- 磷 酸 甘油 醛 脱 氨 酶 反应 : 
Ye = Vaali + Ko pal + > | see NAD J + a (4-67) 


Cp ~ CNAD+ i kK CG3PCNAD+ KL NapH 
式 中 , W wp =49.9, Kesp =0.0025, Kup: =0. 18， Ki NAnpH =0.003, Ki=1.1, K,=1.5, K;= 
2.56 
@ 3- 磷 酸 甘油 脱 氢 酶 反应 


Vea 


Veo = Va 
PK 


Vex (4-68) 
(5) 丙酮 酸 激酶 反应 


BaAiAsR" + giciANicAsT (4-69) 


1 + 人 R” +LT 
CH+ 


过 
起 中 ， Ai = a A = a yA Cpp/ Ka,Fpp 4 全 三 Kr/ Ki, ，49 = TARTw ,了 = 


了 
大 R,pEp Ka,app 


天 = ,R=1+A tA, +grAA, ， 了 =1+cA +cA + grcAc A o 
Eid 


(6) ATP 动力 学 
Varpase = Vo (4-70) 
AMP、ADP 和 ATP ee 但 腺 苷 酸 总 量 波 动 不 大 。 该 模型 中 假定 其 为 恒定 
值 ， 即 cwm + capp + cp =3mmol . 工 - ， 腺 苷 酸 间 的 转化 由 腺 苷 酸 激酶 催化 : 
EC -三 让 (4-71) 


ep 
CATPCAMP 
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由 上 述 两 式 可 得 
本 二 了 VDea -3cum ”一 cam 
CaMp = 3 — Carp 一 CApp (4-72) 
Galazzo 和 Bailey 发 现 稳 态 条 件 下 ，csm =1.1278mmol . L-'， 因 此 : 
capp =0.9948mmol * L*', ca =0.8774mmol . 工 ” 
此 外 ，Galazzo 和 Bailey 还 确定 了 6- 磷酸 果糖 、3- 磷 酸 甘油 醛 、3- 磷 酸 甘 油 酸 和 UDPG 与 
一 些 模型 变量 之 间 的 平衡 关系 : 
63 
CO 小 l 
CpEp/ceap =0. 1 
Ceep/ Cuppc =1. 444 
4. 建立 GMA 方程 首先 建立 GMA 方程 比 直接 利用 $ 系统 表示 形式 更 容易 。 对 应 于 式 
(4-62) 的 GMA 方程 为 : 


叱 = 人 也 -万 

区 = 下 = 太 = 瑟 

Xe (4-73) 
及 = 也- 廊 

x, 


= V+V -Va -Vy -Vs -Vs 
对 应 图 4-10 将 直接 影响 GMA 方程 中 各 项 的 变量 包含 在 生成 和 降解 项 中 ， 如 : 
Qa XSP XE 二 B, i yb 


局 = 
= ax XE XES XE -Bp,, X22 Xs25 ,1 Xho -Bp,, X22 
(4-74) 


s = Qs 1 XE X85 Es, NES + os a ES 2 XY NE KGS.10.2 一 Bs Xess Xs5 Xbs7 
-Bsa Bs sa Bs 

其 他 各 式 类 同 。 

对 于 GMA 模型 中 的 动力 学 级 数 和 速率 常数 ， 可 根据 式 (441) 结合 动力 学 模型 求 取 。 
以 式 (4-62) 方程 1 为 例 ， 方 程 右边 包含 两 项 : 糖 运 输 步 又 和 己 糖 激酶 步骤 。 

(1) 糖 运 输 步 又 : 已 知 糖 运输 步骤 的 动力 学 方程 式 (4-63) ， 在 GMA 模型 (4-74) 中 
需要 确定 2 个 动力 学 级 数 : gp 和 g1。， 前 者 表示 6- 磷 酸 葡 萄 糖 对 糖 运输 步骤 的 抑制 作用 ， 按 
动力 学 级 数 的 确定 方程 式 (4-41) 可 得 


9(J + 天 capccbp ) , Ceep Ceep 


V = 人 cep 区 


人 (4-75) 


根据 表 4-2 和 表 4-3 所 确定 的 稳 态 操作 条 件 : 
= 19.7mmol.L 2 .min ,Ko =-3.7min , V, = 15.96mmol*L .min ,于 是 
ea = — 0.2344。 
动力 学 级 数 gx 与 胞 外 基质 浓度 有 关 ， 这 是 一 个 不 受 调节 的 运输 过 程 ， 其 动力 学 级 数 默 
认为 1。 
同样 ， 根 据 式 (442) 可 求 出 速率 常数 : 
ils 
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a = VX Xe = 15.96 x1.011024 : 19.7 = 0.8122 
(2) 已 糖 激 酶 步 又: 在 GMA 模型 中 ， 影 响 己 糖 激酶 步骤 的 变量 包括 3 项 : 胞 内 葡萄 
糖 、 己 糖 激酶 和 ATP。 同 上 ， 根 据 已 糖 激酶 步 又 的 动力 学 方程 式 (4-64) 可 求 得 对 应 的 动力 
学 级 数 和 速率 常数 : 


hi = 0.7464 
hs = 0. 0243 
hy=1 

B, = 2. 8632 


同样 可 求 出 GMA 模型 中 其 他 方程 式 的 参数 。 

5.，S 系统 表示 法 建立 GMA 模型 之 后 可 建立 对 应 的 $ 系统 表达 形式 ， 对 代谢 产物 建立 
平衡 方程 

eS. (4-76) 

将 影响 各 代谢 产物 的 变量 代入 平衡 方程 可 得 : 

= Xe XE -BX Xs Xr 

b= oa XP XX -BX XS XX 

= og 下 和 信人 

Xs = oS XS XIX 和 
os XS XI XE XS XO XE — BX Xs A Xs XH XO (4-77) 

为 求 得 $ 系 统 表达 式 中 各 参数 值 ， 需 要 将 其 与 GMA 模型 的 对 应 项 关联 起 来 。 对 比 式 
(4-77) 和 式 (4-74) ， 代 谢 产物 吕 和 已 的 平衡 方程 生成 项 和 降解 项 都 分 别 只 有 一 项 ， 因 此 
5 系统 形式 和 GMA 形式 完全 一 致 。 而 GMA 模型 中 其 他 3 个 代谢 产物 平衡 方程 的 生成 项 和 降 
解 项 的 表达 式 都 多 于 一 项 ， 因 此 需要 分 别 对 GMA 模型 的 生成 项 和 降解 项 进行 合并 以 确定 3 
系统 形式 的 参数 值 。 

以 代谢 产物 为 例 ， 两 种 形式 表示 法 中 生成 项 是 一 臻 的， 但 GMA 模型 中 降解 项 有 两 
项 ， 因 此 ; 


A 
ll 


BX Xs Xe Xi = By Xo Xs Xa + Ba aX XI (4-78) 
同样 利用 式 (4-41) 的 方法 确定 动力 学 级 数 。 以 参数 h,, 为 例 ， 对 于 指定 的 稳 态 操作 条 
作 下 s 


9 (BA A KE" + BN) 入 
7 OX J Ci Gb ti + B, X22 
jz 1 (BT )+ jp » (B, ,X22 X01 ) 
- PB ee 
_ 0.7318 x 30. 11 + 8. 6107 x 0.014 
30. 11 + 0.014 
同 理 ， 可 求 得 参数 hs 、hs 和 的 值 。 求 得 上 述 5 系统 形式 的 动力 学 级 数 后 即 可 以 确 
定 速率 常数 尼 : 
0 i 
BD eh ,fh i 
代 回 到 式 (4-77) 即 可 得 $ 系统 模型 
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2 0 i hd 

LE 0 
0 (4-79) 
0 0 


ps e O03R RO Yo Ro Re = pg Pri, die i tt, ed sr eh 

在 确定 $ 系统 模型 后 ， 需 要 考察 模型 本 身 的 有 效 性 : 对 于 一 个 合理 模型 ， 当 系统 中 一 个 
变量 发 生 轻 微 扰动 后 ， 经 过 一 段 时 间 ， 模 型 应 该 可 以 回 到 稳 态 ; 同时 系统 中 一 个 参数 或 独立 
变量 的 微小 扰动 也 不 应 引起 模型 的 巨大 变化 。 

6. 乙醇 生产 的 优化 

(1) 目标 函数 : 在 5 系统 模型 中 代表 乙醇 通 量 的 项 Vi 对 应 于 丙酮 酸 激酶 步 又 ， 在 式 
(4-79) 中 为 


Vi = is = 0.09457X3 X4™ Xs Xo (4-80) 
对 该 式 取 对 数 线性 化 ， 并 令 y，= ln(X,) ， 可 得 目标 函数 ; 
lnVi = 0.05y, +0.533y, -0.0822ys + yio + ln0. 0945 (4-81) 


(2) 约束 条 件 : 稳 态 约束 条 件 可 由 5 系统 模型 (4-79) 对 数 线性 化 导出 。 
另外 ， 独 立 变量 的 约束 条 件 可 以 用 来 确定 酶 活力 变化 范围 ， 一 般 来 讲 ， 酶 活力 在 其 基 值 
的 1~50 倍 范围 变化 在 生物 技术 上 是 可 行 的 ， 然 而 ， 为 保证 发 酵 过 程 以 外 的 代谢 不 受 干 扰 ， 
目的 途径 代谢 通 量 相关 的 酶 要 保持 恒定 的 稳 态 基 值 。 为 此 ， 酶 活力 被 控制 在 恒定 基 值 的 酶 包 
括 糖 原 合成 酶 (ZE ) 和 3- 磷 酸 甘 油 脱氧 酶 (ZE ) 。 有 了 这 些 设 定 ， 为 使 每 个 通 量 最 大 化 可 
得 到 控制 变化 的 如 下 对 数 约束 条 件 : 
2.980 < ys < 6. 892 
4.226 < y, < 8.138 
3.456 < ys < 7.368 
3.910 < y, < 7. 822 
8. 143 < yo < 12. 055 
yi = 2.66 ,yy = 5.313 
3.222 < yi < 7.134 
当然 ， 代 谢 产 物 浓度 ( 非 独立 变量 ) 的 变化 范围 也 要 受到 限制 。 该 处 设 定 非 独 立 变量 
的 上 下 限 分 别 为 其 基 值 的 0.8 ~1.2 倍 ， 这 样 就 可 以 避免 细胞 的 所 有 代谢 通 量 发 生 显著 变化 。 
由 于 NAD+ 和 NADH 参与 了 其 他 代谢 途径 ， 因 此 虽然 NADHANAD* (Xj) 可 以 作为 独立 的 
控制 变量 处 理 ， 但 应 该 保持 恒定 值 。 据 此 ， 稳 态 约 束 条 件 中 相关 代谢 产物 浓度 约束 条 件 为 
-3.604 <y, <-3.199 
-0.213 < y, <0.192 
1.989 < ys < 2.395 
-4.879 < y, <-4.474 
-0.109 < ys < 0.304 
此 外 ， 还 有 一 个 化 学 计量 约束 条 件 : Vi/Vi > 0.5。 
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这 一 约束 限定 了 乙醇 生成 速率 Vi 不 能 大 于 输入 通 量 的 2 倍 ， 式 中 的 0.5 表示 每 个 二 磷 

酸 果糖 分 子 (X,) 分 解 成 2 个 磷酸 烯 醇 式 丙酮 酸 分 子 ( 马 ) 。 同 样 ， 以 式 (4-62) 的 对 应 项 
代入 上 式 并 取 对 数 得 到 通 量 约 束 为 

— 0. 2344y, — 0.05ys — 0. 533ys + 0.0822ys + ye -yo > -2. 842 

(3) 优化 结果 : $ 系统 模型 乙醇 生产 最 优化 计算 结果 列 于 表 44 中 ， 同 时 该 表 还 列 出 了 

直接 利用 米 氏 动力 学 计算 的 结果 。 
表 4-4 乙醇 生产 速率 最 大 的 优化 结果 
项 目 


优化 的 酶 活力 变化 速率 (mmol : LY min™') 


优化 系统 的 流量 (mmol. 工 2 . min) 


Vea 


Vo 


Vm 
注 : (D 通 过 5 系统 模型 线性 化 优化 计算 出 的 值 ，@ 通 过 5 系统 模型 优化 的 值 代替 米 氏 模型 中 的 控制 变量 计算 出 的 值 。 


从 表 4-4 可 以 看 出 ， 最 优 解 只 需要 相关 酶 中 等 水 平 的 过 量 表达 (2. 42 ~4.25 倍 ) ， 这 种 
要 求 在 酵母 中 很 容易 达到 。 

由 于 5 系统 和 米 氏 模型 之 间 数 学 计算 上 的 差异 ，3 个 中 间 代 谢 产物 X,、Xs、X 实际 超 
出 了 其 限 值 。 值 得 注意 的 是 ， 大 多 数 通 量 在 米 氏 模型 中 只 是 略 有 提高 ， 但 Pu 却 比 $ 系统 预 
测 的 要 高 得 多 ， 这 说 明 可 能 需要 在 优化 过 程 中 重新 考虑 各 不 同 变量 的 设 定 约束 条 件 。 

另外 ， 根 据 表 44， 需 要 对 全 部 的 酶 活力 进行 改变 才能 得 到 优化 的 结果 ， 要 实现 这 一 点 
需要 大 量 的 实验 工作 ， 因 此 更 合理 的 预测 是 能 否 通过 调节 少数 酶 就 可 以 得 到 类 似 的 结果 。 采 
用 这 种 优化 方式 的 乙醇 次 优化 结果 如 表 4-5 所 示 。 对 于 每 一 个 可 调节 的 酶 ， 表 4-5 的 组 合 反 
应 步骤 都 得 到 了 稳定 、 可 行 的 解 ， 它 对 应 于 给 定 条 件 下 可 能 的 最 高 目的 通 量 。 很 明显 ， 为 显 
著 提 高 乙醇 通 量 必须 同时 调节 6 种 酶 。 
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表 4-5 ”参与 酿酒 酵母 生产 乙醇 酶 变化 的 优化 解 
酶 活力 调控 万/ (X;) bw。 
Xs 


We (Yh 


四 米 氏 方程 解 。 


4. 6. 3 代谢 分 析 在 动 、 植 物 细胞 代谢 中 的 应 用 一 一 哺乳 动物 细胞 培养 的 代谢 通 量 分 析 


细胞 培养 生产 复杂 蛋白 质 药 物 的 技术 在 近年 来 发 展 很 快 ， 成 为 利用 原核 细胞 生产 非 糖 基 
化 蛋白 如 人 生长 激素 、 胰 岛 素 、a- 干 扰 素 等 之 后 发 展 最 为 快速 的 领域 之 一 。 目 前 ， 利 用 哺乳 
动物 细胞 生产 的 一 些 生物 医药 已 在 市 场 上 大 量 销售 ， 如 促 红 细胞 生成 素 (EPO)、 组 织 纤 溶 
酶 原 激 活 因 子 (TPA) 及 粒 细胞 集落 刺激 因子 (G-CSF) 等 ,， 男 有 更 多 的 类 似 新 药 正在 进行 
临床 试验 和 和 审批， 这 有 望 提升 人 类 的 健康 和 生活 质量 。 因 此 ， 哺 乳 动物 细胞 培养 和 代谢 研究 
正 吸引 越 来 越 多 人 的 关注 。 本 小 节 将 通过 实例 介绍 哺乳 动物 细胞 培养 中 的 代谢 通 量 分 析 。 

哺乳 动物 细胞 培养 获得 高 生产 能 力 的 主要 限制 因素 是 细胞 密度 低 ， 主 要 原因 是 细胞 生长 
期 间 葡萄 糖 代谢 和 谷 胺 酰胺 代谢 的 抑制 性 副 产 物 (如 乳酸 和 氮 ) 大 量 积累 。 由 于 上 述 副 产 
物 与 中 央 代 谢 直 接 相 关 ， 因 此 ， 有 必要 进行 代谢 通 量 分 析 ， 以 确定 导致 副 产 物 生 成 的 主要 糖 
类 和 氨基 酸 通 量 分 布 。 

在 杂交 瘤 细 胞 系 ATCC CRL 1606 生产 抗 人 纤 连 蛋白 的 免疫 球 蛋 白 G (IgG) 的 系统 中 ， 杂 
交 瘤 细胞 是 采用 标准 的 DMEM 培养 基 在 充分 搅拌 的 生物 反应 器 中 进行 培养 的 。 表 4-6 列 出 了 2 
个 实验 条 件 下 所 测 的 代谢 产物 。 方 案 1 中 ， 当 每 毫升 培养 基 中 细胞 浓度 为 4.8 x 105cell . ml 
时 加 入 标记 葡萄 糖 ， 且 乳酸 盐 积 累 20h; 方案 2 中 , 每 毫升 培养 基 中 细胞 数量 达到 6. 8 x 
105cell. ml 一 时 加 入 标记 葡萄 糖 ， 且 乳酸 盐 积 累 10h。 

表 4-6 ”杂交 瘤 细 胞 培养 中 所 测 代谢 产物 生成 或 消耗 速率 ? 


代谢 产物 方案 1 方案 2 代谢 产物 方案 1 方案 2 


-2.92 x0. 16 -3.9 x0. 19 生物 质 3.71 x0. 19 3. 97 x0. 20 


0.31 x0.03 0.31 x0.03 0, -2.0 x0.2 -2.0 x0.2 


62%032 7.03 x0.35 2.6%0.3 2.6 x0.3 


—0. 86 x0. 09 二 到 人 下 0. 96 x0.1 O99x0,1 


0.73 x0.07 —0.70 x0.07 
中 所 有 速率 以 每 细胞 10-"“mmol ' h 表示， 负 号 表示 消耗 ， 生 物质 和 IgG 的 单位 分 别 以 C - mol 和 N - mol 表示 。 


向 生物 反应 器 液 面 上 空间 通 和 人 氮气 ， 溶 氧 浓 度 (co) 从 60% 衰减 至 大 约 20% ， 对 氧 比 
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吸收 速率 ro, (mmol cell -: . h 一 ) 进行 动态 测量 。 下 式 用 来 计算 氧 比 吸收 速率 ， 其 中 传 质 
系数 hia 是 独立 测量 的 : 

Yo = 向 QCco — co)— rox (4-82) 
式 中 : co 为 与 气相 平衡 时 的 溶 氧 浓度 ; x 为 生物 反应 器 中 的 细胞 浓度 。 

深层 培养 时 ， 哺 乳 动物 细胞 的 主要 碳 源 和 能 量 来 源 是 葡萄 糖 和 谷 氨 酰胺 。 同 时 ， 谷 
氮 酰 腕 也 是 主要 的 氮 源 。 杂 交 瘤 细胞 培养 过 程 中 ,还 要 消耗 其 他 氨基 酸 ， 且 消耗 量 接近 
谷 氨 酰胺 的 50% ， 其 中 80% 消耗 于 蛋白 质 合 成 ， 因 此 ， 谷 氮 酰 胺 以 外 的 其 他 氨基 酸 对 产 
能 贡献 很 少 。 其 他 成 分 ， 如 维生素 、 微 量 元 素 以 及 生长 因子 对 细胞 生长 有 显著 效果 ， 但 
对 能 量 代谢 贡献 非常 小 。 葡 萄 糖 和 谷 氨 酰 胺 代谢 的 主要 产物 是 生物 质 、 以 抗体 形式 分 泌 
的 蛋白 质 、 能 量 、 用 于 生物 合成 的 还 原 度 、 二 氧化 碳 ， 副 产物 为 乳酸 和 氟 。 此 外 ， 根 据 
细胞 系 和 生长 条 件 不 同 ， 也 可 能 分 泌 天 冬 氨 酸 、 丙 氨 酸 和 谷 氨 酸 。 与 正常 组 织 相 反 ， 杂 
交 瘤 细胞 培养 一 般 表现 出 高 速率 糖 酵 解 ， 这 是 葡萄 糖 经 糖 酵 解 转化 为 丙酮 酸 的 结果 。 和 葡 
萄 糖 也 可 经 成 糖 磷酸 途径 代谢 产生 NADPH 和 生物 合成 中 间 体 。 丙 酮 酸 可 转化 为 乳酸 ， 或 
经 转 氨 作 用 形成 丙 氨 酸 。 此 外 ， 丙 酮 酸 也 可 通过 回 补 途径 被 其 化 ,或 通过 苹果 酸 酶 反应 
转化 回 丙酮 酸 。 在 生物 质 合 成 方程 中 ， 要 将 脂 质 合 成 考虑 进去 , 但 在 计算 乳酸 中 的 *C 分 
布 时 ， 可 不 予 考虑 。 对 CRL 1606 杂交 瘤 细 胞 ， 和 葡萄 糖 和 谷 氮 酰 胺 是 主要 的 能 源 来 源 ， 而 
氨 、 乳 酸 和 丙 氮 酸 是 主要 的 产物 。 

图 4-11 描述 了 哺乳 动物 细胞 中 的 能 量 代谢 生物 化 学 途径 。 通 过 将 线性 反应 中 的 中 间 代 
谢 产 物 合并 ， 代 谢 网 络 已 得 到 简化 。 结 合 来 自 两 个 不 同 实验 的 速率 数据 ， 可 以 得 到 表 4-7 所 
示 的 胞 内 通 量 。 

表 4-7 ”从 测量 的 速率 估算 杂交 瘤 细 胞 培养 中 的 通 量 
10-"mmol. cell™' . h-! 
实验 1 实验 2 ; 实验 1 实验 2 
3. 180 +0. 110 3.910 +0. 130 0.211 +0. 060 0. 203 +0. 060 


2. 850 +0. 110 3. 540 +0. 130 0. 922 土 0. 063 0. 925 土 0. 063 


3. 030 +0.110 3. 740 +0. 130 0. 683 +0.036 0. 691 +0.036 


5. 960 +0. 220 7.380 +0.260 0.314 +0.031 0.381 +0.031 


0.315 土 0. 028 7. 000 +0. 260 0.073 +0.039 0. 054 +0.038 


0. 315 +0. 028 0. 355 +0. 029 1. 880 +0. 170 1.920 £0;, 170 


0. 178 +0.018 0. 202 +0.019 0. 629 +0.036 0. 634 +0.037 


0. 089 +0.010 0. 101 +0.010 15. 200 +1.100 | 16. 600 +1.200 


0. 089 +0.010 0. 101 +0. 010 3. 690 +0. 180 4. 010 +0. 200 


0. 090 +0.010 0. 101 +0.010 0. 961 + 上 0. 096 0. 999 +0.099 


其 中 ， 反 应 1 ~15 及 反应 17 标注 在 图 4-11 中 ; 
反应 16: 2NADH + 6ADP + 0, 一 一 2NAD+ + 6ATP; 
反应 18: ATP 一 一 ADP + Pii 
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图 4-11 杂交 瘤 细胞 中 的 能 量 代谢 途径 
包括 糖 酵 解 、 谷 氨 酰 胺 酵 解 、 上 戊 糖 磷酸 化 途径 及 TCA 循环 ， 苹果 酸 酶 可 在 回 补 反 应 或 丙酮 酸 合成 中 起 作用 。 
Glc-6-P: 6- 磷 酸 葡 菊 糖 ，Ribu-5-P: 5- 磷 酸 核 酮 糖 ，Fru-6-P: 6- 磷 酸 果糖 ，Xyl-5-P: 5- 磷 酸 木 酮 糖 ，Rib-5-P: 
5- 磷 酸 核糖 ，GAP: 3- 磷 酸 甘油 醛 ，Sed-7-P: 7- 磷 酸 景 天 庚 酮 糖 ; Cln: 谷 氨 酰胺 


反应 19: 0.036Gln + 0.062Glu + 0.0031Glc-6-P + 0.013Ribu-5-P + 0.042GAP + 
123Pyr + 0.019 苹果 酸 + 0.74ATP + 0.188 NADPH + 0.23NAD+ 一 一 生物 
质 + 0.072a-KG + 0.23NADH + 0.12C0, + 0.74ADP + 0.188NADP:; 
反应 20: 0.012Gln + 0.07Glu + 0.04GAP + 0.011NADPH + 0.012 苹果 酸 + 
0. 082NAD + 一 一 抗体 + 0.082NADH + 0.057a-KG + 0.011NADP+。 
胞 内 通 量 是 在 不 同 溶 氧 水 平 上 确定 的 ， 用 来 评价 氧 对 细胞 代谢 的 影响 。 表 4-8 总 结 了 最 
重要 的 通 量 及 其 不 确定 性 。 丙 酮 酸 到 TCA 循环 的 通 量 在 正常 溶 氧 水 平 下 是 显著 的 , 但 在 1% 
深 氧 水 平时 通 量 很 小 ， 氧 限制 条 件 下 基本 为 零 。 通 过 丙 氨 酸 转氨酶 的 通 量 在 各 种 溶 氧 水平 下 
基本 不 变 。 通 过 谷 氮 酸 脱氧 酶 的 通 量 在 60% 溶 氧 水 平时 为 正 ， 而 在 低 溶 氧 水 平时 为 负 。 可 
见 ， 溶 氧 对 气 代 谢 影响 显 车: 低 溶 氧 水 平时 ， 谷 氨 酸 脱氧 酶 反应 方向 逆转 ， 有 利于 谷 氮 酸 合 
成 。 通 过 代谢 通 量 分 析 ， 初 步 曾 明 胞 内 氧化 /还 原状 态 在 细胞 生理 学 中 的 基本 作用 ， 以 及 通 
过 溶 氧 调控 生理 过 程 的 可 能 性 。 
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表 4-8 ”根据 杂交 瘤 培养 中 所 测 胞 外 代谢 产物 变化 的 速率 估算 主要 通 量 

mol . cell- . h-! 

通 量 

DO =0 DO =1% DO =60% 
进入 TCA 循环 的 丙酮 酸 0+0.3 0.28 +0.3 0.94 +0.28 
丙酮 酸 至 丙 氨 酸 0.33 +0.3 0.26 +0.2 0.33 +0.3 
谷 氨 酸 脱氧 至 a- 酮 戊 二 酸 —0.29 +0.3 -0.14+0.2 0.4+0.3 
苹果 酸 至 丙酮 酸 —0.24 +0.3 0.41 +0.3 0.59 +0.3 


反应 /参量 


总 ATP (pmol * cell . h-!) 1,58 1.67 1.95 


本 章 小 结 

本 章 主要 介绍 了 代谢 通 量 分 析 、 代 谢 控 制 分 析 和 代谢 途径 优化 这 3 个 代谢 工程 最 核心 的 
方法 。 通 过 代谢 通 量 分 析 和 代谢 控制 分 析 ， 可 以 帮助 人 们 选 定 菌株 定向 改造 的 靶 标 ， 经 过 代 
谢 工 程 改造 的 菌株 已 被 广泛 应 用 于 有 机 酸 、 和 氨基 酸 、 糖 醇 、 生 物 燃料 的 生产 和 制药 工业 中 。 
最 近 涌 现 的 各 种 组 学 技术 ,进一步 推动 了 代谢 工程 的 发 展 ， 使 其 研究 范围 从 局 部 代谢 途径 扩 
展 到 全 局 代谢 网 络 ， 并 能 有 效 地 提高 细胞 的 代谢 能 力 。 

微生物 代谢 网 络 的 复杂 性 也 给 代谢 工程 提出 了 很 多 难题 ， 这 些 难 题 至 今 仍 横 豆 在 人 们 面 
前 。 例 如 ， 在 某 些 网 络 中 ， 为 改善 细胞 代谢 流 而 进行 的 修饰 并 不 能 完全 如 预期 一 样 ， 有 的 其 
至 会 导致 整个 代谢 网 络 的 崩溃 。 这 就 要 求人 们 加 深 对 细胞 代谢 网 络 及 其 调控 系统 的 全 面 认 
识 ， 并 在 此 基础 上 使 代谢 工程 从 实验 科学 向 模型 预测 甚至 理论 科学 推进 。 
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习 题 


1. 名 词 解释 

(1) 代谢 通 量 ，(2) 代谢 通 量 分 析 基 本 理论 及 其 矩阵 形式 表示 ; (3) 代谢 控制 分 析 ; 
(4) 通 量 控 制 系数 ;，(5) 通 量 控制 系数 加 和 定理 ; (6) 浓度 控制 系数 ，(7) 浓度 控制 系数 
加 和 定理 ; (8) 弹性 系数 ; (9) 组 通 量 控制 系数 gFCC。 

2. 根据 美国 专利 US2006/0148053A1 ， 利 用 葡萄 糖 生产 1，3- 丙 二 醇 的 基因 工程 及 coli 
改造 了 哪些 基因 ? 

3. 如 果 要 利用 coli 将 葡萄 糖 转化 为 了 醇 ， 至 少 需要 对 哪些 基因 进行 调控 ( 敲 除 或 基 
因 表达 )? 

4. 假定 Klebsiella pneumoniae 的 生长 动力 学 可 表示 为 : 

从 = Nm > -人 和 全 j = = | - 竺 ] ， 式 中 ， cs、Cppo、CHAe 和 cew 分 别 


为 底 物 甘油 、 产 物 1,3- 丙 二 醇 、 乙 酸 和 乙醇 的 浓度 ; Ks 是 生长 比 速率 最 大 值 一 半 时 的 甘油 
浓度 ; cs 、ctho 、ciiae 及 cm 分 别 为 最 大 底 物 浓度 和 最 大 产物 浓度 。 根 据 寡 函数 近似 ， 说 明 哪 
些 因素 可 促进 生长 ? 哪些 因素 抑制 生长 ? 

5. 计算 已 知 通 量 存在 噪声 时 例 4-3 的 最 小 二 乘 估 计 。 
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【重要 概念 】 
群体 生长 、Monod 模型 、 生 长 抑制 、 结 构 模 型 、 固 态 发 酵 、 高 温 灭 菌 动力 学 、 过 滤 除 菌 
动力 学 


引言 


在 细胞 水 平 上 ， 通 过 对 细胞 生长 、 产 物 合 成 、 底 物 消耗 等 的 动力 学 特性 进行 定量 描述 ， 反 
映 微生物 生长 、 代 谢 的 规律 ， 为 微生物 反应 过 程 优 化 与 控制 、 反 应 过 程 设计 研究 提供 依据 。 在 
生物 反应 计量 学 的 基础 上 ， 本 章 围绕 微生物 过 程 的 速率 问题 ,通过 构建 模型 对 细胞 生长 、 底 
物 消耗 和 产物 生成 的 定量 化 分 析 进 行 讨论 。 虽 然 本 章 内 容 主 要 是 以 微生物 过 程 作为 模式 系 
统 ， 但 是 其 基本 原理 、 方 法 、 技 术 ， 可 以 进一步 扩展 到 其 他 类 型 的 生物 或 非 生物 反应 体系 。 


5.1 细胞 反应 过 程 动力 学 模型 


模型 是 系统 变量 之 间 关 系 的 体现 ， 其 形式 可 以 是 文字 描述 、 逻 辑 关系 、 数 学 方程 等 。 生 命 
科学 领域 的 研究 人 员 一 般 使 用 模型 来 解释 或 比较 各 种 实验 结果 ， 在 过 去 十 几 年 中 ， 生 命 科学 实 
验 技术 取得 了 极 大 进步 ， 特 别 是 各 种 “组 学 ”技术 的 发 展 ， 使 得 对 生物 反应 过 程 模型 由 经 验 
性 描述 逐渐 发 展 到 可 以 描述 细胞 内 部 详尽 反应 系统 〈 详 见 第 4 章 ) 。 利 用 功能 强大 的 计算 机 可 
以 在 较 短 时 间 内 解决 复杂 的 数学 问题 ， 包 括 复杂 的 描述 生物 反应 的 数学 模型 ， 并 可 进行 模拟 仿 
真 验证 。 图 5-1 为 建立 数学 模型 的 过 程 ， 包 括 验证 、 计 算 机 模拟 、 预 测 、 控 制 、 实 验 设计 、 
设备 、 过 程 的 设计 、 假 设 再 生 、 假 设 检验 等 ， 这 些 都 会 形成 生物 反应 工程 新 知识 ,促进 生物 
过 程 水 平 的 提高 。 在 建立 细胞 反应 动力 学 模型 时 ， 首 先 要 对 细胞 生长 过 程 进行 合理 的 简化 ， 
在 简化 的 基础 上 建立 过 程 的 物理 模型 ， 再 据 此 推导 出 数学 模型 。 

数学 模型 的 建立 常 从 细胞 水 平和 群体 水 平 两 个 层次 进行 考虑 。 就 细胞 水 平 而 言 ， 可 将 模 
型 分 为 非 结 构 模 型 和 结构 模型 ， 主 要 区 别 是 是 否 考虑 细胞 内 的 组 成 结构 。 细 胞 的 组 分 很 复 
杂 ， 它 含有 和 蛋白 质 、 脂 肪 、 糖 类 、 核 酸 、 维 生 素 等 ， 并 且 这 些 成 分 的 含量 会 随 着 环境 条 件 的 
变化 而 变化 。 如 果 是 在 考虑 细胞 组 成 变化 的 基础 上 建立 的 模型 ， 则 该 模型 称 为 结构 模型 ， 该 
模型 可 从 机 制 上 描述 细胞 的 动态 行为 。 在 结构 模型 中 ,一 般 选 取 RNA、DNA、 糖 类 及 和 蛋白 
质 的 含量 作为 过 程 的 变量 ,将 其 表示 为 细胞 组 成 的 函数 。 但 由 于 细胞 反应 过 程 极其 复杂 ， 加 
上 检测 手段 的 限制 ， 缺 乏 可 直接 用 于 在 线 确 定 反应 系统 状态 的 传感器 ， 给 动力 学 研究 带 来 困 
难 ， 使 结构 模型 的 应 用 受到 限制 。 如 果 将 细胞 视 为 单 组 分 ， 则 环境 的 变化 对 细胞 组 成 的 影响 
可 被 忽略 ， 在 此 基础 上 建立 的 模型 称 为 非 结 构 模 型 。 它 是 在 实验 研究 的 基础 上 ， 通 过 物料 衡 
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生物 学 ， 物 型、 化 学 知识 
和 技术 约束 条 件 | 文献 区 实验 


[ I TF 


章 
区 也 假定 
| | 
模型 构建 六 
确定 系统 变革 与 参数 之 问 的 关系 
| | 
模 所 仿真 上 一 | 系统 参数 估算 


i 


借 和 结果 名 | 一 -| 校 型 修正 与 完善 


i 


更 完善 的 系统 
模型 


| 
计算 机 实验 | .| 设计: 
模拟 与 预测 实验 
1 1 
假设 再 生 假设 检验 
1 TT 
答案 答案 | 


新 知识 
图 5-1 生物 反应 数学 模型 建立 过 程 


算 建立 起 来 的 经 验 或 半 经 验 的 关联 模型 。 在 细胞 的 生长 过 程 中 ， 如 果 细 胞 内 各 种 成 分 均 以 相 
同 的 比例 增加 ， 则 称 为 均衡 生长 ;如 果 由 于 各 组 分 的 合成 速率 不 同 而 使 各 组 分 增加 的 比例 也 
不 同 ， 则 称 为 非 均 衡 生长 。 从 模型 简化 的 角度 考虑 ， 一 般 采用 均衡 生长 的 非 结 构 模 型 。 非 结 
构 模 型 可 视 为 细胞 生长 反应 动力 学 模型 最 大 程度 的 简化 。 

就 群体 水 平 而 言 ， 可 将 模型 分 为 非 分 离 (确定 论 ) 模型 和 分 离 (概率 论 ) 模型 ， 主 要 
需要 考虑 细胞 个 体 之 间 、 相 间 是 否 存 在 差异 。 一 般 而 言 ， 细 胞 生长 处 于 不 同 状 态 , 个 体 之 间 
就 会 存在 一 定 差异 ， 或 是 刚 分 裂 的 ， 或 是 刚 出 芽 分 离 的 。 同 时 ， 细 胞 是 细胞 壁 包围 的 个 体 ， 
与 所 生存 环境 之 间 需 要 进行 物质 交换 ， 这 样 就 存在 两 相 问 题 。 如 果 考 虑 每 个 细胞 之 间 的 差 
别 ， 并 将 细胞 作为 与 培养 液 分 离 的 生物 相处 理 ， 则 建立 的 模型 称 为 分 离 (概率 论 ) 模型 。 
不 考虑 细胞 之 间 的 差别 ， 取 其 性 质 的 平均 值 ， 也 不 考虑 细胞 与 培养 液 之 间 的 相 问题 ， 将 细胞 
和 培养 液 视 为 单一 相 一 一 液 相 ， 在 此 基础 上 建立 的 模型 称 为 非 分 离 〈 确 定论 ) 模型 。 目 前 
多 应 用 非 分 离 〈 确 定论 ) 模型 。 

根据 模型 中 所 包括 的 细节 水 平 ， 图 5-2 将 描述 发 酵 过 程 的 模型 大 体 上 分 成 4 类 ， 其 中 人 
为 非 分 离 非 结构 模型 ，B 为 非 分 离 结构 模型 ，C 为 分 离 非 结构 模型 ，D 为 分 离 结构 模 型 。 最 
简单 的 模型 是 所 谓 的 非 结构 模型 ， 生 物 量 由 单一 变量 描述 ( 常 是 总 的 生物 量 浓度 ) ， 其 中 不 
考虑 细胞 群体 的 分 离 。 当 考虑 细胞 群体 的 分 离 时 ， 常 将 更 多 的 结构 加 入 到 模型 中 。 在 所 谓 的 
结构 模型 中 ， 可 用 多 个 变量 来 描述 生物 量 ， 即 考虑 生物 量 的 结构 。 很 显然 ， 限 定 模型 的 结构 
(或 指定 模型 的 复杂 性 ) 是 生物 反应 过 程 数学 建 模 的 一 个 极为 重要 的 原则 。 一 个 普遍 认可 的 
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规则 是 : 越 简单 越 好 ， 只 要 模型 中 包括 基本 的 机 制 及 模型 结构 即 可 。 


非 结构 模型 结构 模型 
EF | 务 直 细胞 内 部 结构 细胞 
分 不 考虑 细胞 内 部 结构 ， 内 部 有 多 种 组 分 ， 种 
模 | 各 种 细胞 均一 术 
, 的 各 种 细胞 均一 ; 水 
型 “| 细胞 作为 一 种 溶质 细胞 作为 一 种 溶质 
复 
杂 
曾 (D) 人 
考虑 细胞 内 部 结构 ， 细 胞 
不 考虑 细胞 内 部 结构 ; 内 部 有 多 种 组 分 ， 
从 外 
各 种 细胞 不 均 各 种 细胞 不 均一 
细胞 水 平 的 复杂 性 


图 5-2 细胞 反应 过 程 动 力学 模型 分 类 示意 图 


生物 反应 过 程 本 身 是 极其 复杂 的 。 细 胞 生长 及 代谢 产物 的 生成 是 胞 内 大 量 反 应 的 综合 
现 。 如 基因 表达 、mRNA 转译 为 功能 蛋白 、 蛋 白质 进一步 成 为 功能 性 的 酶 或 结构 蛋白 、 产 生 
用 于 合成 细胞 组 分 的 中 间 代谢 产物 等 一 系列 的 生化 反应 (图 53 ) ， 显 然 ， 用 一 个 数学 模型 


档 ( 细 胞 辟 P- 型 ATP 酶 (2) 
产生 )3) 甘油 粘 ? 糖 (5) (CuzCd29 


胞 外 粮 代 谢 叶 乃 糖 ? 
有 去 芽 糖 Pe P- 型 ATP 酶 (2) 
芒 相 ”一 一 果 聚 糖 + 葡萄 糖 (Ca™,K’) 
glfB | frud db FoF1- 型 ATP 杉 、H 
gf 1 
gD 细菌 素 锡 疫 (3) 
el 本 呈 AL- 乙 枯 区 入 胶 Na 甘氨酸 
dexhd | EE D- ee 
被 修饰 的 条 开 枯 Ce Te 从 氮 酌 胺 (6) 
异 麦 并 精 
NE 须 佐 酸 ? 
ee 治 适 保护 三 自 (4) 
PTS(14) _ 人 A 氨基 酸 (2) 
于 支 链 氨基 酸 
(2) 药物 
甘露 糖 (17) NS A 侣 蛋白 的 
其 芷 负 核 到 入 氨 酸 + 苏 氨 酸 
村 全 , A 二 WW tn, 亮 氮 酸 。 天门 冬 栈 胺 SM) 
6 一 葡萄 糖 葵 。 “| 硝酸 盐 ? 氨 酸 精 氨 酸 鸟 所 本 
日 圳 糖 忆 
山梨 糖 本 氧化 看 
核 酮 糖 ? 乙酰 辅酶 A 一 > a- 酮 成 二 酸 -> 谷 氨 酸 让 谷 氨基 酸 (5) 
山梨 糖 甘 起 糖 ? yt 
甘露 粮 山 型 档 区 | ZZ 本 拨 酸 
要 脂肪 酸 生物 
组 氨 酸 。 甲 关 上 一 本 。。 乙 偶 册 合成 1 未 分 类 蛋白 (8) 
人 TO 
烧 基 础 县 外 尽 异 戊 炳 基 一 确 酸 。 丁 一 本 2 纲 -、a0D 
和 册 、 Bort ga#) 
3 一 DNA 
尿 哮 喧 


?(2)(MscL,MacS) 
(5) Cox(2) 阳离子 G) 
(CozVZn2yCd TI) K (C)Mn2 Zn of (Zn Fe , 钼 离子) 


5-3 ” Streptococcus，mutans 中 部 分 代谢 途径 和 转运 机 制 
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完整 地 描述 全 部 细胞 的 生物 反应 十 分 困难 。 但 随 着 基因 组 学 等 各 种 “组 学 ”技术 的 发 展 ， 
人 们 已 经 可 以 在 基因 组 规模 上 模拟 细胞 内 部 的 各 个 反应 ， 如 “e-cel”， 这 为 人 们 采用 数学 模 
型 揭示 细胞 反应 规律 提供 了 必要 的 手段 。 在 生物 反应 过 程 中 存在 大 量 的 细胞 ， 细 胞 活性 及 功 
能 的 非 均一 性 进一步 增加 了 过 程 的 复杂 性 。 对 大 量 的 细胞 反应 建立 发 酵 模型 时 ， 模 型 中 应 考 
虑 的 问题 ( 如 数量 度 ) 取决 于 建 模 目的 。 


5.2 ”微生物 生长 非 结构 模型 


5.2.1 细胞 生长 过 程 的 速率 与 比 速率 


1. 细胞 生长 的 速率 、 比 速率 (ww) 与 酶 反应 速率 一 样 ， 细 胞 生长 速率 可 表示 为 单位 时 
间 、 单 位 反应 体积 内 的 细胞 的 变化 量 ， 用 rx 表示 ， 如 下 式 所 示 : 
dcx 
和 
式 中 ,ry 为 细胞 生长 速率 (g* L'. h-); cx 为 用 干 重 表示 的 细胞 浓度 (g* L7')。 
生理 学 对 生长 比 速率 (specific growth rate) 的 解释 多 有 分 歧 ， 如 解释 为 指数 增长 率 、 单 
个 菌 体 的 生长 速度 、 生 长 速度 常数 、 单 位 时 间 的 分 裂 次 数 (分 率 ) 等 。 在 生化 工程 学 中 ， 
将 4 定义 为 单位 量 的 菌 体 的 瞬时 增 量 : 


(5-1) 


1 dN 

A= Wi 
1 dc 

A= 二 (5-3) 
cx dt 


式 (52) 和 式 (53) 中 ，N 表示 微生物 群体 细胞 质量 或 个 数 ，cx 表示 细胞 的 浓度 ， 
鹤 、 各 代表 群体 质量 或 个 数 的 瞬时 增 量 。y 表示 以 单位 细胞 浓度 为 基础 的 细胞 增殖 速率 ， 


由 于 这 一 生长 比 速率 定义 的 生理 意义 十 分 明确 ， 也 就 成 为 生化 工程 学 上 广 为 采用 的 定义 。 如 
果 生 物 量 NN 以 g 为 单位 ,1 以 小 时 (h) 为 单位 , 即 为 每 克 菌 体 在 1h 内 菌 体质 量 增 加 的 克 
数 , x 的 单位 为 h”'。 一般 情况 下 ， 细 胞 生长 的 并 非常 数 ， 遗 传 因素 是 大 小 的 决定 因素 ， 
细胞 包含 的 遗传 信息 越 复 杂 ， 越 是 高 等 生物 , p 越 小 ， 同 时 jw 取决 于 菌株 、 培 养 温度 、 底 物 

浓度 等 因素 。 
2. 底 物 消耗 比 速率 ” 底 物 的 消耗 通常 用 底 物 消耗 比 速率 (specific substrate consumption 
rate) 来 表示 ， 即 单位 质量 菌 体 在 单位 时 间 内 的 底 物 消耗 量 。 用 gs 表示 ， 单 位 为 g: gh '。 
ee (54) 


Ce Ce 
式 中 + cs 为 底 物 浓度 Ses 即 为 底 物 的 消耗 速率 rs。 
通过 菌 体 得 率 系数 可 以 将 gs 与 1 相关 联 ， 根 据 式 (5-3) 和 式 (5-4) 可 得 : 
4 = (5-5) 
3. 代谢 产物 生成 比 速率 “与 细胞 生长 、 底 物 消耗 类 似 ， 代 谢 产物 的 生成 也 可 用 速率 、 
比 速 率 来 量化 。 速 率 一 般 是 以 体积 为 基准 ， 即 单位 体积 内 产物 量 的 变化 率 ， 用 六 表示 ， 与 
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细胞 浓度 有 关 ， 是 反应 器 设计 的 重要 参数 。 比 速率 是 单位 质量 菌 体 在 单位 时 间 内 的 代谢 产物 
的 生成 量 ， 用 gs 表示 ， 单 位 为 g .5g.h 一 ， 与 菌 体 浓 度 无 关 ， 表 示 细 胞 合成 代谢 产物 的 能 
力 ， 在 菌 种 筛选 时 可 以 作为 一 个 重要 的 参考 指标 。 
qr (5-6) 
也 可 以 通过 产物 得 率 系数 将 we 与 4s、 人 相关 联 ， 根 据 式 (5-4)、 式 (5-5) 和 式 (5-6) 
可 得 : 


了 Ps 
gp =Yps * qs ee (5-7) 
将 生化 工程 中 表征 细胞 反应 过 程 常 用 的 速率 、 比 速率 列 于 表 5-1 中 。 


表 5-1 生化 反应 工程 中 细胞 反应 过 程 常用 的 速率 、 比 速率 
项 目 


细胞 生长 


底 物 消耗 


氧 消耗 


产物 生成 


C0, 生成 


5.2.2 微生物 生长 动力 学 


1. 细胞 的 群体 生长 ” 菌 种 接种 到 液体 培养 基 后 ， 微 生物 有 选择 性 地 吸收 营养 ， 转 化 成 
细胞 。 在 封闭 系统 中 对 微生物 进行 的 培养 ， 既 不 补充 营养 物质 也 不 移 去 培养 物质 ， 保 持 整 个 
培养 液体 积 不 变 的 培养 方式 称 为 分 批 培养 (batch culture) 。 细 胞 自从 接种 后 所 经 历 的 时 间 称 
为 菌 龄 (cell age) ， 以 时 间 为 横 坐 标 ， 以 菌 数 为 纵 坐 标 ， 根 据 不 同 培养 时 间 里 细菌 数量 的 变 
化 ， 可 以 做 出 一 条 反映 细菌 在 整个 培养 期 间 菌 数 变化 规律 的 曲线 ， 这 条 曲线 称 为 生长 曲线 
(growth curve) 。 一 条 骨 型 的 分 批 培养 的 生长 曲线 可 以 分 为 迟滞 期 、 对 数 生长 期 、 减 速生 长 
期 、 稳 定 生 长 期 和 衰亡 期 5 个 生长 时 期 ， 如 图 5-4 所 示 。 

1) 迟滞 期 (lag phase) : 菌 种 接 和 人 新 的 环境 中 即 进入 迟滞 期 。 细 菌 接种 到 新 鲜 培 养 基 而 
EF 于 一 个 新 的 生长 环境 ， 需 要 合成 新 的 酶 系 吸收 营养 ， 并 对 新 环境 作出 应 答 ， 调 整 胞 内 运行 
机 制 。 因 此 在 一 段 时 间 里 并 不 马上 人 分裂， 细菌 的 数量 维持 恒定 ,或 增加 很 少 。 此 时 胞 内 的 
pa 蛋白 质 等 物质 含量 有 所 增加 ， 细 胞 体积 相对 最 大 ， 说 明细 菌 并 不 是 处 于 完全 静止 的 状 

。 种 龄 (age of the inoculum culture) 对 迟滞 期 的 长 短 有 很 大 影响 。 种 龄 即 为 接种 微生物 的 
0 一 般 来 说 ， 存 在 一 个 最 佳 种 龄 ， 此 时 细胞 比较 年 轻 , 活力 旺盛 (或 对 数 生长 
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减速 生长 期 
述 灌 期 ”对 数 生长 期 | 稳定 生长 期 衰亡 期 
MM ' 


!| 


a 
平板 活 细胞 计数 


每 毫升 细胞 数 对 数 
三 
OD 的 对 数 


时 间 (h) 
图 54 典型 的 分 批 培养 过 程 曲线 


期 )， 接 种 体积 比较 大 (5% ~15% )。 

不 同 的 微生物 ， 甚 至 同一 种 微生物 对 不 同 物质 的 利用 能 力 是 不 同 的 。 有 的 物质 可 直接 被 
利用 (如 葡萄 糖 或 NH 等 ); 有 的 物质 需要 微生物 经 过 一 定 的 适应 期 后 才能 获得 利用 能 力 
(如 乳糖 或 NO; 等 )。 前 者 通常 称 为 速效 碳 源 (或 氮 源 ) ， 后 者 称 为 迟 效 碳 源 (或 氮 源 ) 。 微 
生物 在 同时 含有 速效 碳 源 (或 氮 源 ) 和 述 效 碳 源 (或 氮 源 ) 的 培养 基 中 生长 时 ， 微 生物 首 
先 会 利用 前 考生 长 直到 耗 尽 速效 碳 源 ， 然 后 经 过 短暂 的 停滞 后 ， 再 利用 迟 效 碳 源 重新 开始 生 
长 ， 这 种 生长 或 应 答 称 为 二 次 生长 ( diauxic growth) ， 如 图 5-5 所 示 。 速 效 底 物 通常 会 抑制 
利用 其 他 底 物 的 酶 合成 ， 当 速效 底 物 完全 消耗 后 ， 细 胞 调节 代谢 机 制 ， 适 应 第 2 种 底 物 。 当 
培养 基 中 存在 多 种 可 利用 的 底 物 时 ， 可 以 观察 到 多 个 迟滞 期 的 现象 。 


利用 乳糖 


菌 数 的 对 数 


| 利用 葡萄 糖 
~ 


时 间 
5-5 ”微生物 的 二 次 生长 现象 


2) 对 数 生 长 期 (log phase): 又 称 指 数 生 长 期 (exponential phase ) 。 细菌 经 过 迟滞 期 进 

人 对 数 生 长 期 ， 并 以 最 大 的 速率 生长 和 分 有 裂 ， 导 致 细菌 数量 呈 对 数 增加 ， 此 时 细菌 呈 均 衡 生 
长 (balance growth) ， 即 细胞 内 各 成 分 按 比 例 有 规律 地 增加 ， 所 有 细胞 组 分 呈 彼 此 相对 稳定 
速度 合成 。 对 数 生长 期 细菌 的 代谢 活性 及 酶 活力 高 而 稳定 ， 细 胞 大 小 比较 一 致 ， 活 力 强 ， 在 
生产 上 ， 它 常 被 广泛 地 用 作 “ 种 子 ” 。 在 均衡 生长 阶段 ， 营 养 物 质 浓度 较 大 ， 细 胞 生长 速率 
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轩 
如 
| 


[ 程 原理 


与 营养 物质 浓度 无 关 ， 符合 一 级 动力 学 。 


dcx 
rx = ex (5-17) 
式 中 , jy。 是 最 大 生长 比 速率 (h-)。 
当 zS% 时 ， Cx =Cxo, 
由 式 (5-16) 积分 得 : 
Wh (5-18) 
cx 
或 : 
cx =Cx0™ (S32199 


式 中 ; cx 、cx 为 人 6 时 刻 的 细胞 浓度 ; As 为 对 数 生长 期 内 的 细胞 生长 比 速率 。 
在 生化 工程 学 中 ,倍增 时 间 (doubling time) 是 男 一 个 表示 细胞 生长 快慢 的 概念 。 定 义 
为 细胞 数量 (质量 ) 增 大 1 倍 所 需要 的 时 间 ， 用 1, 表示， 倍增 时 间 约 等 于 世代 时 间 ( gener- 
ation time)。 根 据 j 的 定义 ,4 与 人 之 间 的 关系 如 下 : 
_ In2 0.693 
ta 1d 
表 5-2 表示 几 种 微生物 的 世代 时 间 ， 大体 上 ,细菌 的 世代 时 间 为 几 十 分 钟 到 几 个 小 时 ， 
藻类 为 几 个 小 时 到 几 天 ， 霍 菌 为 几 个 小 时 到 几 十 个 小 时 。 


(5-20) 


表 5-2 部 分 微生物 的 世代 时 间 
微生物 世代 时 间 (h) 


细菌 
Beneckea natriegens 
Escherichia coli 
Bacillus subtilis 
Staphylococcus aureus 
Pseudomonas aeruginosa 
Clostridium botulinum 
Rhodospirillum rubrum 
Anabaena cylindrica 
Mycobacterium tuberculosis 


Treponema pallidum 


Scenedesmus quadricauda 
Chlorella pyrenoidosa 
Asterionella formosa 
Euglena gracilis 


Ceratium tripos 


原生 动物 
Tetrahymena geleii 
Leishmanla donovani 
Paramecium caudatum 
Acanthamocba castellanii 


Gianlia lamblia 
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微生物 温度 (人 ) 


真菌 
Saccharomyces cerevisiae 30 
Monilinia fraa 25 


3) 减速 生长 期 (deceleration phase) : 是 由 对 数 生 长 期 到 稳定 生长 期 的 过 渡 。 是 由 于 一 
种 或 多 种 营养 物质 的 完全 消耗 或 是 由 于 有 害 产物 的 积累 导致 的 。 在 典型 的 细菌 分 批 培养 过 程 
中 ， 这 个 阶段 时 间 很 短 。 环 境 的 迅速 变化 导致 了 不 平衡 生长 ， 对 细胞 形成 压力 ， 细 胞 组 成 和 
大 小 发 生变 化 ， 倍 增 时 间 延 长 。 

4) 稳定 生长 期 (stationary phase) : 由 于 营养 物质 消耗 、 代 谢 产物 积累 和 pH 等 环境 变 
化 ， 环 境 条 件 逐 步 不 适宜 细菌 生长 ， 导 致 细菌 生长 速率 降低 直至 零 ( 即 细菌 分 裂 增 加 的 数 
量 等 于 细菌 死亡 数量 ) ， 从 而 结束 对 数 生 长 期 ， 进 入 稳定 生长 期 。 稳 定 生长 期 中 与 细胞 生长 
相关 的 产物 即 初级 代谢 产物 减少 ， 而 与 非 生 长 相关 代谢 产物 即 次 级 代谢 产物 开始 产生 (如 
抗生素 等 ) 。 稳 定 生长 期 的 活 细菌 数 最 高 并 维持 稳定 。 补 充 营 养 物 质 或 取 走 代谢 产物 或 改善 
培养 条 件 ， 如 对 好 和 氧 菌 进行 通气 、 搅 拌 或 振荡 等 可 以 延长 稳定 生长 期 ， 获 得 更 多 的 菌 体 物质 
或 代谢 产物 。 对 于 减速 生长 期 以 及 稳定 生长 期 ,微生物 生长 动力 学 方程 可 表示 为 
(ph) a (5-21) 
式 中 : cx 是 衰亡 期 开始 时 的 菌 体质 量 浓度 ; 如 是 菌 体 死亡 速率 常数 。 

5) 衰亡 期 (decline 或 death phase) : 营养 物质 耗 尽 和 有 毒 代谢 产物 的 大 量 积累 ,细菌 
死亡 速率 逐步 增加 和 活 细菌 逐步 减少 ,标志 细 菌 的 群体 生长 进入 衰亡 期 。 该 时 期 细菌 代谢 活 
性 降低 ， 细 菌 衰老 并 出 现 自 溶 。 该 时 期 死亡 的 细菌 以 对 数 方式 增加 ， 但 在 衰亡 期 的 后 期 ， 由 
于 部 分 细菌 产生 抗 性 也 会 使 细菌 死亡 的 速率 降低 。 

菌 体 的 死亡 也 遵循 一 级 反应 动力 学 : 
dcx 
dt 

式 中 : cx 是 衰亡 期 开始 时 的 菌 体 浓度 ; k 是 菌 体 死亡 速率 常数 。 
上 述 生长 阶段 的 动力 学 方程 汇总 于 表 5-3。 
表 5-3 分 批 培 养 过 程 各 阶段 的 动力 学 特征 
生长 阶段 生长 比 速率 
迟滞 期 


二 (5-22) 


对 数 生 长 期 


cxr=0 ep (Wnt) 
-2 
人 nm 


ta 
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生长 阶段 生长 比 速率 


减速 生长 期 的 = 


人 <Nm 
cx =cxexp (AD) 


dcx 下 
dt 


(WK-hk) cx 凡 <Am 


dex _ 
dt 
注 : 初始 浓度 均 为 各 阶段 起 始 时 浓度 。 


ex 从 =0 


2. 无 抑制 微生物 生长 动力 学 
1) Monod 模型 : 除 少 数 真 菌 外 ， 微 生物 从 接种 开始 就 进行 群体 繁殖 生长 。 在 一 定 温度 
和 pH 条 件 以 及 特定 的 培养 基 中 ， 和 群体 生长 的 微生物 针对 一 种 特定 的 限制 性 营养 组 分 ， 
存在 : 
w=f (cs) (5-23) 
作为 / (cs) 的 表达 式 ， 最 著名 的 是 1942 年 Monod 提出 的 双 曲 线 经 验 式 ( Monod 方 
程 ) ; 
人 2 O24) 
式 中 : 表示 生长 比 速率 (h 7!) ; ,表示 最 大 生长 比 速率 (h-') ;es 表示 限制 性 底 物 浓度 
(g"L '); Ks 表示 饱和 常数 (g. L™')， 其 值 等 于 生长 比 速率 为 最 大 生长 比 速率 一 半 时 的 
底 物 浓度 。 表 5-4 列 出 了 部 分 微生物 生长 时 的 Ks。 根据 式 (5-24) 作 图 ， 可 得 到 如 图 5-6 所 
示 的 生长 比 速率 与 底 物 浓度 的 关系 图 。 


0.8| 
-CO- 一 O- 
0.6| 
所 
号 04 
02| 
00 01 5 10 1 20 25 
cs(SL ) 


5-6 ”Monod 模型 中 生长 过 程 的 底 物 与 生长 比 速 率 关系 


Monod 模型 描述 的 是 一 种 典型 的 均衡 生长 ， 其 基本 假设 如 下 : @ 菌 体 生 长 为 均衡 生长 ， 
细胞 中 各 种 组 分 比例 不 变 ， 采 用 一 个 参数 即 菌 体 浓度 即 可 表示 细胞 变化 的 总 体 情况 ; @) 生 长 
限制 性 底 物 (growth-limited substrate) 只 是 培养 基 中 的 一 种 组 分 ， 其 他 营养 组 分 含量 不 会 影 
响 细 胞 生长 ;，@ 细 胞 利用 基质 的 效率 不 变 ， 即 细胞 生长 是 简单 反应 ， 菌 体 的 得 率 系 数 不 变 。 
符合 这 3 个 条 件 的 培养 系统 的 为 简单 Monod 培养 系统 。 
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表 5-4 在 不 同 的 碳 源 上 生长 的 几 种 微生物 细胞 的 Ks 值 
菌 种 


Aspergillus oryzae 


Escherichia coli 


Klebsiella pneumoniae 


Aerobacter aerogenes 


Klebsiella oxytoca 


Penicillium chrysogenum 


Saccharomyces cerevisiae 


Monod 方程 虽然 在 形式 上 和 米 氏 方程 相似 ， 但 前 者 却 是 一 个 半 经 验 模型 ， 是 细胞 群体 生 
命 活 动 的 综合 表现 ， 很 难 像 米 氏 方 程 的 Ky 那样 明确 方程 中 的 Ks 的 含义 ， 但 可 以 采用 酶 反 
应 的 基本 原理 对 该 方程 进行 一 些 说 明 。 假 定 培养 基 的 多 种 底 物 中 有 一 种 是 限制 性 底 物 ， 该 底 
物 被 微生物 利用 时 所 需要 的 酶 系统 进行 催化 时 是 符合 米 氏 方程 的 ， 酶 的 量 (细胞 量 ) 或 其 
活力 足够 低 ， 从 而 限制 细胞 的 生长 速率 ( 比 速率 ) 。 

2) Monod 方程 的 特例 : 对 Monod 方程 进行 分 析 ， 可 以 发 现 当 限制 性 底 物 浓度 很 低 时 ， 
cs<Ks， 微 生物 细胞 的 生长 比 速率 与 限制 性 底 物 浓度 cs 成 正比 ， 即 符合 一 级 反应 动力 学 。 


二 - 
HKCs (5-25) 


当 限 制 性 底 物 浓度 很 高 时 ，cs>Ks， 微 生物 细胞 的 生长 比 速率 不 再 随 着 限制 性 底 物 浓度 
的 提高 而 变化 ， 此 时 细胞 生长 比 速率 达到 最 大 值 ，h.~~,,， 与 限制 性 底 物 浓度 cs 无 关 ， 即 符 
合 一 级 反应 动力 学 。 

当 限 制 性 底 物 浓度 介 于 两 者 之 间 时 ， 则 凡 与 cs 关系 符合 Monod 方程 ,根据 式 (5-1) 和 
式 (5-24) 有 : 


dcx MnCs 
人 (5-26) 


3) 其 他 无 抑制 细胞 生长 动力 学 方程 ，Monod 方程 表述 简单 ， 是 最 重要 的 细胞 生长 动力 
学 方程 ， 至 今 仍 被 广泛 使 用 。 但 是 Monod 方程 仅 适用 于 细胞 生长 较 慢 和 细胞 密度 较 低 的 环 
境 下 ， 因 为 只 有 这 时 ,细胞 的 生长 才能 与 底 物 浓度 呈 简 单 关系 。 如 果 底 物 消耗 速率 过 快 或 细 
胞 密度 过 高 ， 可 能 产生 较 大 量 的 有 害 副 产物 ， 下 列 方程 常 被 用 来 描述 快速 生长 细胞 的 动 
力学 : 


Cs 


po pap Fo (5-27) 


或 
rR Kee 二 cs 
式 中 : cs 为 初始 限制 性 底 物 浓度 ; Ks 为 无 因 次 常数 。 
根据 w-cs 曲线 的 形状 ， 可 以 选用 更 合适 的 模型 来 模拟 反应 过 程 。 表 5-5 为 其 他 几 种 微 生 
物 比 生长 动力 学 表达 式 。 除 了 Moser 模型 外 ， 所 有 的 动力 学 表达 式 如 Monod 模型 均 含 有 两 个 
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可 调整 的 参数 。Blackman 模型 可 以 比较 好 地 拟 合 实验 数据 ， 但 是 由 于 方程 的 不 连续 性 使 其 
应 用 比较 麻烦 。 在 Contois 动力 学 模型 中 ， 包 括 了 生物 量 浓度 cx 的 影响 ， 即 在 高 的 生物 量 浓 
度 时 存在 对 细胞 生长 的 抑制 作用 ， 生 物 量 浓度 本 身 不 可 能 抑制 细胞 生长 ， 但 可 能 有 一 些 间 接 
的 作用 ， 如 细胞 产生 了 抑制 性 化 合 物 ， 或 者 高 的 生物 量 浓度 可 能 非常 黏稠 ， 引 起 传递 问题 。 
类 似 的 ，Logistic law 模型 表达 了 生物 量 浓度 对 生长 比 速率 的 限制 作用 。 这 些 不 同 的 表达 式 是 
对 细胞 生长 动力 学 模型 的 经 验 描述 ， 因 此 不 能 说 哪 一 种 模型 更 好 ， 因 为 它们 都 是 简单 的 数据 
拟 合 方程 ， 在 具体 的 发 酵 过 程 中 应 该 选用 能 最 好 地 描述 所 研究 微生物 系统 的 模型 。 
表 5-5 几 种 常用 的 非 结构 动力 学 模型 
模型 名 称 动力 学 表达 式 特 ”点 


Monod 模型 kL = 底 物 吸收 步骤 为 限 速 步 又 
3 S 


Cs 
Blackman 模型 作 Pk 
Wn; 当 cs>=2K, 
Tessier 模型 人 =Ns (1 -e ‘ss) 经 验方 程 

cs 底 物 吸收 对 速率 的 寡 次 生长 产生 影 
mc + Kocx 响 ， 如 气相 底 物 


Contois 模型 J =p 细胞 外 有 扩散 现象 


cs + Kecx 


; 当 cs <2Ks 除 底 物 吸收 步 又 为 限 速 步 又 外 ， 另 
有 一 限 速 步 又 


Moser 模型 凡 = 内 


ca 生物 量 对 细胞 生长 有 抑制 作用 


型 

Mason 和 millis Cs +Ke ) 底 物 吸收 、 传 递 、 扩 散 ， 同 时 影响 

模型 cs + Ks 生长 
a 


Vavilin 模型 HM = Wmax 考虑 有 害 底 物 的 Moser 方程 


-mm n 
Ks Cs(1=0) + Cs 


3. 有 抑制 的 微生物 生长 动力 学 ”在 高 底 物 、 产 物 浓度 情况 下 或 培养 基 中 出 现 抑制 性 物质 
时 ， 细 胞 生长 会 受到 抑制 ， 其 生长 比 速率 会 下 降 。 这 些 抑制 剂 的 存在 或 是 改变 了 细胞 的 渗透 
性 ， 或 是 影响 了 酶 的 合成 、 酶 的 活力 等 。 图 5-7 为 典型 的 有 抑制 的 微生物 生长 动力 学 曲线 。 


时 间 
图 5-7 有 抑制 的 微生物 生长 动力 学 曲线 
一 Monod 。---- 底 物 抑制 产物 抑制 
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1) 底 物 抑制 微生物 生长 动力 学 : 如 同 酶 反应 动力 学 一 样 ， 底 物 对 生长 的 抑制 可 分 为 芝 
争 性 抑制 和 非 莞 争 性 抑制 。 在 细胞 生长 过 程 中 ， 如 果 细 胞 内 单 底 物 的 酶 催化 反应 是 影响 生长 
速率 的 限制 步骤 ,那么 细胞 生长 的 抑制 和 酶 反应 的 抑制 具有 相同 模式 。 
竞争 性 抑制 时 ， 微 生物 生长 动力 学 符合 : 
从 mcCs 


=— (5-37) 
K. ,人 + 个]+e 
非 竞 争 抑制 时 ， 微 生物 生长 动力 学 符合 : 
0 Ga 
Ga 
如 果 KKs， 则 : 
= (5-39) 


/Ki +cs +Ks 
表 5-6 中 还 列 出 了 其 他 的 底 物 抑制 动力 学 模型 。 

表 5.6 底 物 抑制 微生物 生长 动力 学 模型 

模型 名 称 动力 学 表达 式 


Haldane 模型 反 竞 争 抑制 


Ierusalimsky 模型 一 和 . 非 竞争 抑制 


Aiba 和 Edwards 模型 


Yano 模型 a cs 反 竞 争 抑制 通 式 
Ns Ki 


Teissier 模型 


Webb 模型 


Hill 模型 = 变 构 抑制 


Wayman 和 Tseng 模型 一 Kmin (cs 一 cso) 有 害 物质 抑制 
s 十 CS 


E Cs, 如 cs = 
Chen 模型 + 天 二 有 害 物 质 抑制 
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模型 名 称 


Tan 模型 


2) 产物 抑制 细胞 生长 动力 学 : 产物 对 细胞 生长 的 抑制 也 可 分 为 竞争 性 抑制 和 非 竞 争 性 
抑制 。 以 下 为 一 些 重要 的 产物 抑制 动力 学 方程 。 


莞 争 性 抑制 : 
让 二 和 css (5-50) 
( + 定 ] +cs 
非 竞争 性 抑制 ; 


(5-51) 


一 定 浓度 的 乙醇 将 会 抑制 细胞 的 生长 代谢 ,图 5-8 为 乙醇 抑制 酵母 细胞 生长 时 可 能 的 作 
用 部 位 ， 酵 母 利 用 葡萄 糖 生产 乙醇 是 一 个 典型 的 产物 抑制 过 程 ， 乙 醇 浓度 高 于 5% 时 就 会 有 
明显 的 抑制 作用 ， 其 动力 学 还 可 用 以 下 模型 来 描述 : 


n= (1 -| (5-52) 
(全 ] CPn 
式 中 ，c 是 最 终 产物 浓度 。 
pp 所 < 6 二 (5-53) 
(| 


式 中 ，A 是 产物 抑制 常数 。 


- 亲 水 盘 白 
液 泡 膜 
溶 酶 体 膜 


线粒体 膜 
核 膜 


细胞 膜 
图 5-8 乙醇 抑制 酵母 细胞 生长 时 可 能 的 作用 部 位 
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3) 有 害 物质 抑制 的 细胞 生长 动力 学 : 与 酶 反应 一 样 ， 有 害 物 质 对 细胞 生长 的 抑制 可 分 
为 莞 争 抑制 、 非 竞争 抑制 和 反 竞 争 抑制 3 种 类 型 ， 可 以 用 类 似 酶 反应 抑制 动力 学 公式 来 表 
示 。 在 某 些 情况 下 ， 有 害 物质 的 出 现 可 能 导致 细胞 生长 停止 或 死亡 ， 出 现 死 亡 时 的 净 生 长 比 
速率 可 表示 为 : 


_ Kancs 1， 了 
二 ks (5-54) 


式 中 ， 忆 为 死亡 速率 常数 。 
5.2.3 多 底 物 培养 动力 学 模型 


表 5-5 中 的 动力 学 表达 式 均 假 定 仅 存 在 一 种 限制 性 底 物 ， 但 对 于 实际 的 生物 过 程 〈 如 废 
水 生物 处 理 过程 ) ， 微 生物 在 含 多 种 碳 源 的 复合 培养 基 中 生长 ， 经 常会 有 几 种 底 物 浓度 影响 
微生物 的 生长 ， 因 此 不 能 用 简单 模型 方程 来 描述 。 微 生物 在 多 底 物 的 培养 基 中 生长 时 ， 微 生 
物 必须 先 合成 相应 的 酶 ， 其 生长 速率 因此 会 受到 影响 。 图 5-9 描述 了 双 底 物 反应 的 动力 学 曲 
线 ， 可 区 分 为 依次 利用 、 同 时 利用 和 两 者 交叉 过 渡 的 几 种 情形 。 


图 5-9 双 底 物 反应 的 动力 学 过 程 
(a) 底 物 严格 依次 利用 (二 次 生长 );(b) 底 物 部 分 交叉 利用 ; (ce) 底 物 同 时 利用 
1、2 代表 两 种 底 物 


1. 多 底 物 依次 利用 时 的 细胞 生长 动力 学 ”对 于 底 物 依次 利用 的 情况 ， 在 整个 过 程 中 将 
会 出 现 一 系列 生长 期 ， 每 个 生长 期 的 生长 速率 都 会 逐步 下 降 ， 一 般 来 说 ， 容 易 利用 的 底 物 在 
短 时 间 内 先 被 耗 尽 。 底 物 依次 利用 的 一 般 化 方程 可 用 下 列 关系 式 来 表示 : 

kK =k(cs) +N(Ccs ) “大 (ca (5-55) 
式 中 , /. 是 只 要 培养 基 中 还 存在 cs 时 ，cs 的 利用 就 受到 分 解 代 谢 阻 遏 控制 的 一 个 调节 因子 。 
对 于 遵循 式 (5-55) 的 二 次 生长 ，Imanaka 和 Moser 分 别提 出 了 一 个 相似 的 方程 ， 用 简单 
关系 


A (5-56) 


cs, + Cs, 
及 

CO 
ES 1 + er Ka 

来 表示 调节 作用 。K, 为 分 解 代谢 阻 过 常数 。 
在 啤酒 酿造 工艺 中 ， 葡 萄 糖 、 麦 芽 糖 、 麦 芽 三 糖 依次 被 利用 。 研 究 人 员 曾 用 一 个 简单 的 
糖 利用 动力 学 模型 来 描述 啤酒 醇 母 在 发 醉 过 程 中 对 麦芽 汁 的 利用 情况 ， 其 中 使 用 了 一 个 临界 
LS 


(5-57) 
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浓度 的 概念 。 这 个 临界 浓度 可 被 看 做 从 利用 第 一 种 限制 性 底 物 到 利用 第 二 种 限制 性 底 物 的 启 
动 开关 。 在 一 个 时 期 内 ， 依 次 利用 现象 基本 上 仅 采 用 一 种 限制 性 底 物 ， 用 一 个 带 有 附加 项 的 
方程 来 表示 式 (5-55) ， 有 时 ， 最 终 的 方程 也 会 出 现 许多 项 。 
Moser 在 带 有 部 分 交叉 利用 的 双 底 物 动 力学 中 使 用 了 另 一 个 临界 底 物 浓度 的 概念 。 
浓度 可 以 直接 测量 。c。， 值 是 短 时 间 内 cs 和 cs 同时 利用 的 浓度 ， 因 此 下 式 : 
1 
/= 1 + Csi/cs on Co 
可 用 于 代替 式 (5-55) 的 人 。 
2. 同时 利用 多 底 物 时 的 细胞 生长 动力 学 ”对 于 两 种 底 物 cs 和 cs, 均 可 能 限制 微生物 的 生 
长 情况 ， 根 据 它 们 对 生长 速率 的 影响 分 为 不 同类 型 : 互补 型 ， 如 葡萄 糖 和 NHs ， 葡 萄 糖 和 
0,; 部 分 互补 型 ， 如 动物 细胞 培养 时 的 葡萄 糖 和 谷 氨 酰 腕 ; 蔡 代 型 ， 如 葡萄 糖 和 麦芽 糖 ; 
不 对 等 替代 型 ，c, 完全 替代 c。， 而 cs 只 能 部 分 蔡 代 cv ， 如 氨基 酸 和 葡萄糖 。 
对 于 互补 型 双 底 物 限制 的 生长 过 程 ， 生 长 比 速率 jp。 (cs ，cs,) 一 般 可 以 表示 为 
pe ess cu) =min [p’ (cs), p” (cs,)] (5-59) 
如 果 两 种 底 物 是 可 以 互相 替代 ， 并 且 可 同时 被 利用 ， 则 总 的 生长 比 速率 可 以 表示 为 


naxi CS Nmnax Cs 


eR 十 Csi K, + ces, G40) 

这 个 表达 式 也 可 以 推广 到 种 底 物 的 情形 : 
= {Monics 5-61 
E 十 | ( ) 


对 于 必须 有 两 种 必需 底 物 cs 和 cs 存在 时 微生物 的 生长 过 程 ， 其 动力 学 表达 式 为 


Mmaxi Mmax2 Cs Cs, 


Ni (es +R) (cs, +Ek) 03 
这 一 方程 可 以 推广 为 n 种 必需 底 物 ， 此 时 : 
ne 5-63 
=. 此 + Csi | ( ) 
对 于 存在 促进 生长 底 物 cs 和 必需 底 物 c。 ，Tsao 和 Hanson 提出 : 
= Mmax iCSenn,i Cs 二 
xc 区 ee J (5-64) 


该 方 程 中 第 一 部 分 表明 促进 生长 底 物 的 存在 对 细胞 生长 的 其 同时 响 ，Nwusso 为 没有 促进 生长 底 
物 存 在 时 的 生长 比 速率 ， 方 程 第 二 部 分 与 式 (5-63) 类 似 ， 是 必须 底 物 对 细胞 生长 的 影响 。 


微生物 分 批 培养 过 程 动力 学 模型 的 参数 求解 的 一 般 方法 
为 建立 起 生长 动力 学 模型 ， 对 发 酵 的 过 程 作 了 以 下 几 点 假设 : 葡萄 糖 是 发 酵 过 程 中 唯一 
的 限制 性 基质 ; 菌 体 营 养 供应 充足 ， 无 内 生 呼吸 存在 ; 发 酵 过 程 可 视 为 无 抑制 的 均衡 生长 方 
式 ; pH 已 知 ， 且 在 发 酵 过 程 中 维持 恒定 ; 在 生长 过 程 中 无 产物 积累 。 
基于 以 上 几 点 假设 ， 对 菌 体 浓 度 和 限制 性 基质 葡萄 糖 浓度 做 物料 衡 算 ， 得 到 : 
dex 
本 网 =MCx， 
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式 中 : yws 为 细胞 对 底 物 的 理论 产 率 系 数 ; cx 为 生物 量 ; cs 为 底 物 浓 度 。 生 长 比 速率 符合 
Monod 方程 : 


将 前 述 的 分 批发 酵 阶 段 细胞 生长 模型 对 实验 数据 进行 拟 合 。 方 程 S, 利用 四 阶 龙 格 库 塔 
法 进行 积分 ， 初 始 条 件 为 


模型 参数 估计 采用 单纯 形 优化 方法 ， 利 用 计算 机 使 实验 值 与 计算 值 的 偏差 尽 可 能 小 ， 其 
目标 函数 是 : 
=。 
?= 六 
式 中 : i 和 j 分 别 代 表 实 验 数 据点 和 变量 的 个 数 ; WW 代表 每 个 变量 的 最 大 值 ，A; 则 是 实验 值 
与 模型 计算 值 的 差 值 。 经 优化 后 得 到 的 结果 如 表 5-7 所 示 。 


表 5-7 模型 参数 取 值 汇总 及 初始 条 件 


因此 ， 在 本 体系 中 ， 生 长 动力 学 模型 为 


_ 0.45cs 
人 -0.95+cs 


由 此 得 到 菌 体 生长 动力 学 表达 式 为 
dcx 0.45cs 


di 0.95+cs™* 


底 物 消耗 动力 学 表达 式 为 


5.2.4 产物 合成 动力 学 


微生物 利用 底 物 主要 有 3 个 作用 : 叫 合 成 新 的 细胞 物质 ; 思 合 成 细胞 外 产物 ; @@ 提 供 必 
需 的 能 量 ， 用 于 进行 合成 反应 、 维 持 细胞 内 物质 的 浓度 与 环境 的 差别 或 进行 细胞 内 的 转化 反 
应 。 因 此 ， 生 长 、 底 物 利用 、 维 持 和 产物 形成 相互 关联 ， 各 种 速率 表达 式 也 是 相关 的 。 
1. 产物 合成 的 分 析 ”细胞 将 底 物 转运 入 胞 内 ， 经 过 复杂 的 代谢 ,合成 包括 细胞 在 内 的 
不 同 代谢 产物 和 能 量 。 图 5-10 是 细胞 利用 底 物 进行 代谢 的 主要 途径 示意 图 。 能 量 主要 通过 
如 下 两 种 过 程 产生 : 一 是 底 物 氧化 成 C0, 和 水 (氧化 磷酸 化 ); 二 是 底 物 降解 为 简单 产物 
(如 乙醇 、 乳 酸 、 柠 样 酸 ， 底 物 水 平 磷酸 化 ) 以 及 CO, 和 水 等 。 底 物 水 平 磷酸 化 的 产物 称 为 
第 一 类 产物 (初级 代谢 产物 ) 。 胞 外 产物 包括 中 胞 外 酶 〈 用 于 分 解 不 能 通过 细胞 壁 的 底 物 ) 、 
@ 多 糖 〈 用 于 细胞 聚集 ) 、@ 特 殊 代谢 产物 ( 如 抗生素 ) ， 这 类 产物 成 为 第 二 类 产物 (次 级 
代谢 产物 ) 。 有 时 含 碳 底 物 过 量 ， 在 其 他 必须 营养 缺乏 的 情况 下 ， 可 能 会 合成 储 能 化 合 物 的 
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内 含 物 ， 如 PHA 、 脂 肪 以 及 胞 外 多 糖 等 。 


SN 


图 5-10 ”细胞 利用 底 物 进行 代谢 主要 途径 示意 图 


2. 产物 合成 动力 学 ”细胞 反应 生成 的 代谢 产物 包括 醇 类 、 有 机 酸 、 抗 生 素 和 酶 等 ， 涉 
及 范围 很 广 。 由 于 细胞 内 生物 合成 途径 十 分 复杂 ， 其 代谢 调节 机 制 也 是 各 具 特 点 ， 因 此 至 今 
还 没有 统一 的 模型 来 描述 代谢 产物 生成 动力 学 。 研 究 人 员 根 据 产物 生成 速率 与 细胞 生长 速率 
之 间 的 关系 ， 将 其 分 为 3 种 类 型 ， 如 图 5-11 所 示 。 


浓度 一 一 


| 
话 
阅 
写 
| 
EE 


反应 比 速率 一 ~ 


| 
谢 
| 
Ee 
el 
性 


(b) 


图 5-11 细胞 生长 和 产物 合成 的 关系 图 
(a) 工 型 ; (b) 开 型 ; (c) 亚 型 
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类 型 工 称 为 相关 模型 ， 指 产物 的 生成 与 细胞 的 生长 相关 。 产 物 是 细胞 能 量 代 谢 的 结果 。 
此 时 产物 通常 是 底 物 的 分 解 代 谢 产物 ， 代 谢 产 物 的 生成 与 细胞 的 生长 是 同步 的 。 属 于 此 类 型 
的 反应 有 乙醇 、 葡 萄 糖 酸 、 乳 酸 的 生产 等 。 其 动力 学 方程 可 表示 为 
rp 三 了 pxrx = 了 xcx (5-65) 
gp 三 六 (5-66) 
从 图 5-11 (a) 可 以 看 出 ， 此 时 产物 的 浓度 - 时 间 曲 线 与 细胞 的 相似 ; 产物 、 细 胞 和 底 
物 三 者 的 速率 -时间 曲线 和 比 速率 - 时 间 曲 线 的 变化 趋势 是 同步 的 ， 都 有 一 最 大 值 ， 最 大 值 
出 现 的 时 间 相 差 不 大 。 
类 型 工 称 为 部 分 相关 模型 。 该 类 反应 的 产物 生成 与 底 物 消耗 仅 有 间接 关系 。 产 物 是 
能 量 代 谢 的 间接 结果 。 在 细胞 生长 期 内 ， 基 本 无 产物 生成 。 属 于 此 类 型 的 有 柠檬 酸 和 有 氨 
基 酸 的 生产 。 同 样 从 图 5-11 (b) 可 以 看 出 ， 对 此 类 生长 模型 ， 其. 和 gs 下降 到 一 定 值 后 ， 
产物 生成 才 较 明显 ，g, 增 大 ， 当 进入 产物 生成 期 ，g; 与 和 基本 同步 。 其 动力 学 方程 可 
表示 为 
rp =Qrx +Bcx (5-67) 
式 中 ，aw、B 为 常数 ， 等 号 右边 第 一 项 与 细胞 生长 有 关 ， 第 二 项 仅 与 细胞 浓度 有 关 ， 
式 (567) 还 可 表示 为 : 
gr =ou +B (5-68) 
该 方程 又 称 为 Luedeking-Piret 方程 。 
类 型 亚 称 为 非 相 关 模 型 。 产 物 的 生成 与 细胞 的 生长 无 直接 联系 ， 主 要 为 次 级 代谢 产物 。 
它 的 特点 是 当 细 胞 处 于 生长 阶段 时 ， 并 无 产物 积累 ， 而 当 细 胞 生长 停止 后 ,产物 却 大 量 生 
成 。 属 于 此 类 型 的 有 抗生素 、 微 生物 毒素 等 代谢 产物 的 生成 。 同 样 从 图 5-11 (ec) 可 以 看 
出 ， 反 应 期 r,、gs 都 很 小 ， 反 应 后 期 r,。 、gs 值 很 大 ， 而 rx、 则 很 小 ， 其 至 为 零 。 此 时 产 
物 生 成 速率 可 表示 为 
rp =Bex (5-69) 
ge =B (5-70) 
抗生素 、 酶 等 代谢 产物 与 能 源 代谢 无 关 ， 是 由 细胞 独立 的 生物 合成 反应 生成 的 。 建 立 这 
类 代谢 产物 生成 的 动力 学 模型 时 ， 必 须 清楚 产物 的 生物 合成 机 制 ， 并 考察 哪些 步骤 是 合成 速 
率 控制 步骤 ， 才 能 建立 合适 的 模型 。 对 次 级 代谢 产物 的 生成 速率 进行 模型 化 时 ， 最 好 能 够 考 
虑 每 个 细胞 的 化 学 组 成 和 代谢 活性 等 性 质 ， 不 同 菌 龄 的 细胞 生产 活性 各 异 ， 需 要 区 别 对 待 。 
对 于 酶 的 生成 速率 ， 有 人 还 考虑 基因 水 平 的 调节 控制 ， 提 出 了 复杂 的 模型 。 
可 采用 二 次 函数 作为 g,。 和 人 之 间 比 较 通 用 的 关系 ， 即 : 
和 =4+ 下 +C (5271) 
式 中 ,4A4、B、C 为 产物 合成 动力 学 方程 中 的 常数 ， 一 些微 生物 反应 和 酶 的 合成 、 氨 基 酸 合 
成 等 可 用 上 式 表示 。 
图 5-12 为 不 同 代 谢 产物 类 型 的 细胞 生长 比 速 率 和 产物 比 速率 之 间 的 关系 。 对 于 初级 代 
谢 产物 而 言 ， 其 合成 总 是 与 细胞 生长 和 能 量 代谢 相关 联 ， 而 次 级 代谢 产物 合成 往往 处 于 特定 
的 生长 状态 和 生长 阶段 ， 它 们 之 间 不 会 呈正 相关 的 关系 。 


5.2.5 底 物 消耗 动力 学 
1. 底 物 消耗 的 一 般 动力 学 ”细胞 生长 时 ， 要 消耗 底 物 合成 各 种 细胞 组 成 成 分 、 胞 外 产 
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初级 代谢 


(I 型 和 II 型 ) 


gp 


0 | 从 


图 5-12 不 同 代谢 类 型 的 比 产物 合成 速率 和 比 生 长 速率 关系 示意 图 


物 以 及 能 量 。 所 产生 的 能 量 除了 用 于 细胞 生长 以 外 ， 还 用 于 胞 外 物质 的 合成 以 及 为 了 维持 细 
胞 正常 生理 活动 所 需要 的 维持 能 。 维 持 能 的 用 途 包括 维持 细胞 内 、 外 的 化 学 物质 梯度 ， 修 复 
受 损 的 分 子 (如 DNA) 和 组 织 结构 (如 细胞 膜 )、 细 胞 运动 及 其 他 与 细胞 生长 没有 直接 关 
系 的 生理 活动 。 

1) 不 考虑 维持 能 时 : 以 单位 体积 反应 液 中 底 物 的 消耗 速率 表示 底 物 消耗 动力 学 ， 有 
| 1 1 HnCsCx 


人 Wa <* Ywys Ks+cs 人 
以 单位 质量 干细胞 在 单位 时 间 内 的 底 物 消耗 量 即 底 物 的 比 消耗 速率 表示 ， 有 
Fs | 区 1 Hes Cs 《5739 


和 
2) 考虑 维持 能 时 : 细胞 生长 旺盛 时 ， 用 于 细胞 维持 的 底 物 消耗 所 占 的 比例 相对 较 小 ， 
常 被 忽略 。 但 如 果 细 胞 的 比 生长 速率 较 小 或 细胞 密度 较 大 时 ， 就 需要 考虑 维持 能 。 这 时 底 物 


消耗 速率 可 以 用 以 下 方程 表示 : 


让 二 x + mscx 十 Yr (5-74) 
1 1 
三 二 1Ts + (5-75) 
qs ye S Yr 


式 中 : 为 理论 细胞 得 率 系数 ; Y 为 理论 产物 得 率 系数 ，ms 为 维持 系数 (g : g-'* h"!)。 
上 述 方程 右 侧 第 三 项 是 否 存 在 需要 根据 具体 情况 进行 分 析 。 
维持 系数 ms 是 微生物 菌株 的 一 种 特性 值 。 对 于 特定 的 菌株 、 底 物 和 环境 条 件 ， 它 为 常 
数 。 维 持 系数 越 低 ， 细 胞 的 能 量 代谢 效率 越 高 。 定 义 为 单位 质量 干细胞 在 单位 时 间 内 ， 因 维 
持 代 谢 所 消耗 底 物 的 量 。 与 产 率 系数 定义 式 对 照 有 : 
1 1 ms 1 


= 一 十 一 十 (5-76) 
xs Ye pp Yb Je 
从 上 式 可 知 ， 当 ms =0 时 ， 有 : 
1 | 1 
一 -= 一 十 (5-77) 
xs Ye Yp* Yyp 


当 ms 为 常数 时 ， 如 jw 一 0， 底 物 消耗 主要 用 于 维持 ; jw 一 ， 底 物 消耗 用 于 维持 的 则 较 
少 ， 主 要 用 于 生长 以 及 产物 合成 。 
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在 底 物 浓度 很 低 时 ， 可 能 出 现 生长 速率 等 于 零 的 情况 。 若 底 物 浓度 进一步 降低 至 不 足以 
满足 细胞 维持 能 所 需 ， 细 胞 会 消耗 一 部 分 细胞 内 含 物 以 满足 维持 生理 活性 的 要 求 ， 这 样 的 活 
动 称 为 内 源 代 谢 (endogenous metabolism) 或 内 源 呼吸 (endogenous respiration ) 。 这 时 细胞 
的 生长 比 速 率 可 以 描述 为 


_ KnCs 
a Ks + Cs 


_K. (5-78) 


式 中 ，K, 为 内 源 代谢 速率 常数 。 

2. 氧 的 消耗 动力 学 “氧气 在 好 氧 微生物 反应 过 程 中 起 着 举足轻重 的 作用 ， 它 是 一 种 特 
殊 的 底 物 ， 在 传 质 良好 目 满足 微生物 生长 的 条 件 下 ， 其 消耗 动力 学 符合 一 般 底 物 动力 学 。 如 
果 不 考虑 其 他 产物 的 合成 ， 有 


ro = yx + moscx (5-79) 
G60» 
下 
qo,=y + mo, (5-80) 
60, 
下 (5-81) 


了 X/0, Yoo, HK 
式 中 ，Y6o, 为 相对 于 氧 的 理论 细胞 得 率 系数 。 

3. 底 物 消耗 动力 学 分 析 ”驱动 细胞 生命 活动 的 能 量 是 ATP 或 其 他 高 能 化 合 物 所 携带 的 
化 学 能 。 细 胞 在 厌 氧 或 好 氧 培养 时 ， 分 解 底 物 产生 能 量 和 各 种 代谢 产物 ， 如 图 5-13 所 示 。 
好 氧 培养 时 ，ATP 主要 由 底 物 经 氧化 磷酸 化 分 解 产 生 能 量 ， 同 时 产生 H,0 和 C0,， 厌 氧 培养 
时 ，ATP 以 及 其 他 能 量 物质 通过 底 物 水 平 磷酸 化 降解 底 物 为 小 分 子 化 合 物 如 醇 、 乳 酸 、H,0 
和 C0, 等 ， 然 后 释放 到 细胞 外 。ATP 的 消耗 主要 用 于 合成 产物 、 细 胞 增殖 以 及 细胞 维持 。 

氧 


分 解 化 
| ( 底 物 水 平 磷酸 化 ) (氢化 磷酸 化 ) 
驶 站 (他 六 一 简单 化 合 物 | 一 一 释放 的 CO 和 水 


国王 能 量化 合 物 )- | [释放 到 及 外 
小 分 子 产物 


| | + .| ”细胞 组 成 的 
| 前 体 物质 


Lv .| 用 于 合成 胞 外 
复杂 化 合 物 


图 5-13 ”细胞 分 解 底 物产 能 和 合成 产物 的 示意 图 


底 物 的 利用 及 其 动力 学 和 产物 合成 与 细胞 生长 之 间 是 否 耦 联 有 关 ， 如 图 5-14 所 示 。 
对 于 工 型 产物 合成 ， 产 物 往 往 是 小 分 子 ， 伴 随 着 细胞 产能 途径 产生 。 如 乙醇 的 代谢 。 这 
类 产物 合成 直接 与 能 量 的 产生 相 联系 ， 底 物 消 耗 的 同时 也 支持 了 细胞 维持 和 生长 ， 无 须 专门 
吸收 底 物 用 于 这 些 产 物 的 合成 ， 所 以 在 底 物 消耗 速率 方程 及 动力 学 方程 中 不 包含 单独 的 关于 
产物 生成 的 一 项 。 对 于 开 型 或 亚 型 产物 ， 其 合成 的 特点 是 底 物 部 分 或 全 部 用 于 生成 产物 ， 能 
量 代谢 不 与 或 部 分 与 产物 相 联 系 ， 如 胞 外 多 糖 、 酶 、 抗 生 素 等 ， 底 物 消耗 速率 取决 于 细胞 生 
长 速率 、 产 物 生成 速率 和 其 消耗 与 维持 能 的 速率 。 
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( 底 物 ) 
维持 能 ee ( 细胞 物质 ) 


Se KG A 


I 型 型 
图 5-14 底 物 消耗 与 产物 合成 的 关系 


例 5-1 微生物 分 批 培养 数据 列 于 表 5-8。N 表示 氮 源 、S 表示 碳 源 /能 源 ，X 表示 微 生 
物 细胞 。 求 微生物 生长 、 底 物 消耗 、 产 物 生 成 的 速率 和 相应 的 动力 学 参数 。 并 进一步 计算 : 

(1) 细胞 最 大 生长 比 速率 jy 和 Monod 方程 参数 ; 

(2) 维持 常数 ms 和 理论 产 率 系数 了; 

(3) 生物 量 对 氮 源 的 理论 产 率 系数 Yj。 


表 5-8 微生物 分 批 培养 实验 数据 
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解 ”在 生长 过 程 结束 时 ， 生 物 量 没有 减少 ， 可 以 忽略 微生物 死亡 。 假 设 微生物 生长 符合 
Monod 动力 学 ， 生 长 限制 性 底 物 是 碳 源 和 能 源 物 质 S。 
(a) 采用 双 倒数 法 作 图 (Lineweaver-Burk plot) 法 估算 ,和 Ks: Monod 模型 的 双 倒 数 
方程 为 
1 _ Ks 1 
凡 人 as 
得 到 1/ - lves 图 后 ， 即 可 根据 了 轴 截 距 得 到 1 如 ， 根据 斜率 得 到 Ks。 对 于 本 题 可 以 
先 计算 随 着 cs 变化 的 jw。 对 于 分 批 培养 过 程 ， 存 在 : 


可 得 : 
1 dex 
ex 
根据 细胞 浓度 cx 对 时 间 4 的 曲线 ， 可 以 计算 dey/dt， 代 入 上 式 即 可 得 到 jw 和 1/。 
20 「 方法 1: 
18 上 
el 稚 = 二 =170 
E14| | 
121 万 让 2 
区 10 | dex_cxs-cxa _ 8.00-4.49 a 
10 = pe a =1.755 
| 11.9 
时 6 
Sl 
2 
0 1 
4 8 12 16 20 


时 间 (h) 
图 5-15 ”细胞 生长 曲线 以 及 不 同时 间 生 长 速率 的 计算 


如 何 得 到 时 间 微 分 d (…) /di: 

方法 一 : 动力 学 曲线 的 切线 。 根 据 实验 数据 点 得 到 光滑 曲线 ， 作 出 切线 ,计算 斜率 ， 如 
图 5-15 中 14h 处 。 

方法 二 : 数值 微分 。 在 所 要 分 析 的 时 间 点 (t+ =14h) 两 侧 取 值 相同 ， 除 以 合适 的 时 间 间 
隔 ， 如 图 5-15 所 示 。 

方法 三 : 曲线 拟 合 。 使 用 软件 绘制 曲线 后 ， 继 续 进 行 曲 线 拟 合 得 到 方程 计算 。 

根据 以 上 方法 得 到 不 同 底 物 浓度 cs 下 的 1/w， 列 于 表 5-9 中 ， 双 倒数 法 作 图 如 图 5-16 所 
示 。 由 工 轴 截 距 可 得 : 


=3 4 =0.294 Ch 
由 工 轴 截 距 ， 计 算 可 得 : 
1 
Ks=06=1.67 (kg . m-) 


同时 可 以 根据 斜率 进行 进一步 验算 。 即 鲜 罕 = -5 67 (kg (葡萄 糖 ) .hm-3)。 
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表 5-9 ”实验 数据 及 部 分 计算 处 理 的 数据 


lu(h) 
a 
[== 


qe _ Ks 
评 率 一 


_ 8.5-3.4 
09 


=5.67(kg( 菠 萄 糖 ) hm) 


-0.60 -0.10 0.40 
lcs(m kg ( 简 萄 糖 ) 


图 5-16 1/A -1/cs 关系 图 


(b) 合算 维持 常数 ms 和 理论 产 率 系数 了 。 
对 于 消耗 的 底 物 ， 考 虑 细胞 生长 和 维持 而 没有 产物 合成 


过 
却 SCx 
方程 两 侧 除 以 cx ， 得 
A 
bY Cy Wn 


根据 该 方程 作 rs/cx -rsfcx 图 ， 可 以 得 到 直线 ， 和 斜率 为 


先 估 算 过 程 中 不 同时 间 的 rs。 对 于 分 批发 酵 中 的 数据 进行 碳 
des 加 
Mh 
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， 可 以 得 到 


1/Y.,， 了 轴 截 距 为 ms。 
源 平衡 可 得 
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与 (a) 中 方法 相同 ， 将 实验 数据 进行 计算 与 处 理 ， 列 于 表 5-10 中 。 
表 5-10 ”依据 实验 数据 计算 的 生长 速率 ( 尺 ) 和 底 物 、 氮 源 消耗 速率 ( 心 、 心 ) 


用 表 5-10 中 数据 作 图 ， 如 图 5-17 维持 能 和 理论 产 率 系数 的 估算 所 示 ， 可 得 : 
ms =0.06 (kg ( 葡萄糖) . kg- (细胞 ) .hh-') 
Y。 =0.51 (kg (细胞 ) .kg (葡萄 糖 ) ) 


7s/cx(kg( 葡 萄 糖 )kg (细胞 )h 0) 


ss 
冬 率 = 地 


_0.65-0.06 


Yo=0.51 (kg-kg™!) 
ms=0.06(kg ‘kg!h™!) 


0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 
rx/cx(h™!) 


5-17 ”维持 能 和 理论 产 率 系数 的 估算 


(c) 生物 量 对 氮 源 的 产 率 系数 : 根据 分 批发 酵 的 氮 源 平衡 可 得 


1 
是 


根据 上 式 ， 通 过 作 图 可 以 得 到 不 同时 间 的 氮 源 吸收 速率 。r -rx 关系 如 图 5-18 所 示 。 
生长 过 程 中 , 毛 源 只 用 于 生长 ,没有 维持 消耗 。 根 据 斜 率 可 得 : 
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斜率 =0.1462 
1 


Yo 


(kg( 毛 )m™h71) 
© 
四 


7o=6.84 (kg (细胞 ) kg( 毛 站") 


0 05 10 15 20 25 30 35 40 
rx(kg (细胞 mh 


图 5-18 生物 量 对 氮 源 的 产 率 系数 估算 
Y。 =6. 84 (kg (细胞 ) .kg ( 氮 )) 


将 所 得 参数 代 和 人 相应 的 动力 学 方程 中 ， 分 批 培养 过 程 可 以 下 列 方程 表示 生长 和 碳 源 、 氮 
源 消 耗 : 


dex 0.294 
本 
dcs _ 1 Cs 
di SY -iilo 294 67 Fe “Ope 
dew 1 1 


dd 8456 2 | 
这 3 个 方程 表述 了 分 批发 酵 过 程 中 细胞 浓度 、 碳 源 、 氮 源 浓 度 随 时 间 的 变化 过 程 。 可 以 
通过 积分 的 方法 (可 以 借助 数学 软件 如 MathCad) 得 到 浓度 和 时 间 的 关系 曲线 ， 如 图 5-19 
所 示 。 


45 
40 | gg 
35 上 D'Q、 
`Q. 
个 30 上 b. 
= ‘© 
5 25 Ee 
总 © 
¥ 20 加 
$ 45 上 
Ky 
10 上 
SE \ 
> 和 moreA-Oe 各 -6-O ee、 
0 人 -08 加 
5 10 15 20 
T(h) 
5-19 ”实验 与 模型 预测 的 过 程 曲 线 
COcNexp 一 一 一 CN cal; 4 cx exp Cx Cal; oOcsexp ------ cs cal 
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5.3 ”微生物 生长 结构 模型 简介 


以 Monod 模型 为 代表 的 非 结构 模型 描述 的 是 稳定 状态 的 均衡 生长 过 程 ,假设 细胞 内 部 
的 各 种 物质 比例 恒定 ， 也 不 考虑 胞 内 复杂 的 代谢 反应 ， 自 然 也 就 不 能 期 望 这 些 模型 可 以 预测 
细胞 内 部 随 着 外 界 条 件 变化 的 动力 学 行为 ， 因 此 在 揭示 胞 内 的 调节 及 动力 学 模型 时 的 作用 很 
有 限 。 当 细胞 组 成 发 生变 化 、 细 胞 活力 发 生 改 变 时 ， 就 不 可 能 通过 简单 的 模型 来 推测 细胞 反 
应 过 程 了 。 结 构 模 型 在 一 定 程度 上 整合 了 细胞 反应 的 机 制 ， 可 以 采用 一 套 参 数 描述 在 不 同 的 
生长 条 件 下 的 生长 过 程 ， 提 高 了 对 过 程 的 预测 准确 度 。 

在 结构 模型 中 ， 细 胞 活力 (microbial activity) 不 仅 和 非 生物 因 素 有 关 ， 还 与 细胞 内 部 的 
结构 有 关 ， 如 不 同 的 酶 、 代 谢 产 物 或 其 他 细胞 组 分 。 通 过 将 细胞 解构 化 为 几 种 化 合 物 ， 以 及 
相互 之 间 、 与 环境 之 间 以 物质 、 信 息 流 相 联系 的 功能 团 ， 细 胞 结构 模型 可 以 说 明 微 生物 的 生 
理 状态 ,组 成 和 适应 环境 的 调节 机 制 。 如 果 将 功能 团 简化 成 理想 化 的 代谢 网 络 ， 如 可 以 将 生 
物 合 成 系统 看 做 一 个 反应 ， 这 就 形成 复杂 程度 较 低 的 分 室 模 型 (compartment model) ; 如 果 
将 细胞 尽 可 能 分 解 成 各 步 反 应 ， 考 虑 最 基本 的 代谢 机 制 和 反应 动力 学 特性 ， 这 就 产生 了 单 细 
胞 模型 (single-cell model) 。 结 构 模 型 可 以 分 为 多 室 模型 (multi-compartment model ) 、 控 制 
模型 ( cybernetic model) 、 遗 传 结构 模型 ( genetically structure model) 等 几 类 。 在 构建 模型 
时 ， 采 用 尽 可 能 少 的 功能 团 ， 去 描述 重要 的 胞 内 过 程 ， 可 以 使 模型 简单 ， 状 态 变量 和 参数 也 
尽 可 能 的 少 ， 和 否则 将 会 使 模型 的 数据 验证 和 参数 求解 变 得 极为 困难 。 


5. 3.1 分 室 模型 


分 室 模 型 是 细胞 生长 动力 学 结构 模型 中 较为 简单 的 一 种 ， 由 Williams 和 Ramkrishna 等 
同时 于 1967 年 提出 。 该 模型 是 将 细胞 内 的 具有 相似 功能 和 动力 学 特点 的 生物 质 集中 到 几 个 
池 (pool) 中 。 每 个 室 以 一 个 可 代表 该 室 中 代谢 产物 和 酶 浓度 的 量 作为 单 变量 进行 模型 化 。 
分 室 模型 主要 用 来 描述 细胞 的 一 般 特性 ， 如 在 培养 过 程 中 和 完整 代谢 功能 团 调节 时 的 RNA 
或 DNA 量 的 变化 。 

1. 模型 假设 

(1) 胞 内 生物 质 分 为 两 个 室 : 一 个 为 生物 质 反 应 室 ， 或 合成 室 ， 以 kK 表示， 主要 由 前 
体 物质 和 RNA 组 成 ; 另 一 个 为 结构 室 ， 或 称 遗 传 室 ， 以 G 表示 ， 主 要 由 蛋白质 和 DNA 组 
成 。 一 般 认为 G 室 中 的 物质 不 参与 反应 ，RNA 在 和 蛋白质 合 成 中 起 着 核心 作用 ，RNA 的 合成 
是 限制 因素 。K、G 室 与 胞 外 环境 中 底 物 的 关系 如 图 5-20 所 示 。 


了 蛋白 质 


( RNA ) ( DNA 


5-20 ”分 室 模 型 中 K、G 室 与 胞 外 环境 中 底 物 的 关系 
所 为 基质 向 K 室 转化 的 速率 常数 ; ko 为 K 室 向 G 室 转化 的 速率 常数 


(2) 反应 体系 总 体积 为 Vs， 其 中 细胞 所 占 的 体积 为 六， 细胞 密度 为 px。 
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my 
px = 


式 中 : mx 为 分 室 模型 中 的 细胞 密度 ; mx 为 分 室 模 型 中 的 细胞 质量 。px 与 K 室 、G 室 的 密度 
pk.、p。 的 关系 为 


(5-82) 


Px =Pk +pe (5-83) 
(3) 细胞 吸收 底 物 将 其 转化 为 室 的 组 分 ， 同 时， 在 细胞 内 K 室 组 分 又 按照 一 定 的 速 
率 转化 G 室 的 组 分 。 该 过 程 可 表示 为 


RG (5-84) 
(4) 细胞 吸收 底 物 将 其 转化 为 k 室 组 分 ， 该 反应 的 速率 与 反应 体系 中 的 细胞 浓度 cx 和 
底 物 浓度 cs 成 正比 ; 底 物 转化 为 细胞 组 分 的 得 率 系数 为 六 <s; 在 细胞 内 ，K 室 按 一 定 速率 转 
化 为 G 室 ， 反应 速率 与 K 室 和 G 室 在 细胞 中 的 浓度 的 乘积 (pup) 成 正比 。 细 胞 内 G 室 质 
量 的 加 倍 〈 即 DNA 复制 完成 ) 是 细胞 分 裂 的 充分 必要 条 件 。 从 宏观 上 看 ， 细 胞 数量 与 反应 
体系 中 G 室 的 质量 (poVx) 成 正比 。 
2. 双 室 模型 对 细胞 反应 过 程 的 描述 ”根据 模型 假设 ， 分 批 培养 反应 体系 中 各 组 分 的 变 
化 描述 如 下 。 


对 细胞 : A 加 (5-85) 

对 底 物 : 0 = -hcscx Vs (5-86) 
本 

对 Kk 室 : Pe =hicspy Vx -haprpe Vx (5-87) 

对 C 室 : 二 = hpipoVs (5-88) 


假设 细胞 密度 p、 为 常数 ， 由 于 反应 体系 的 体积 Vi 也 是 常数 ， 生 长 比 速率 可 以 用 细胞 体 
积 来 表示 为 
1 .dcx) _ 1 .dpxVx/AVra) _ 1 . d( Vx) 


ex di pxVx/Ve dt V dt (3 

由 式 (5-85) 可 知 ， 此 处 六 = 入 cs。 所 以 式 (5-89) 可 写 为 

1 d(CV) 

ei =kics (5-90) 
因此 质量 平衡 方程 组 可 以 简化 为 
对 细胞 : -esex (591) 

des 1 
对 底 物 : i -sex (5-92) 
对 K 室 pr = k k 5-93 
至 : 二 1CsPx ~ RpPrPe 一 上 CsDK (5-93) 

dpe 
对 G 室 : Hr = KPxPe —kicspe (5-94) 


车 用 反应 体系 体积 Vs 来 定义 上 述 生 物质 和 底 物 浓度 ， 则 有 
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Vx 
cx = ppx (5-95) 
VV 
cx = Pr (5-96) 
V 
ce = 下 pe (5-97) 
则 式 (5-93) 和 式 (5-94) 为 
] K Ve Ve 
守 - (ee (eee (5-98) 
dce (内 
(Foes (5-99) 
细胞 的 相对 大 小 〈 以 稳定 期 不 含 K 室 的 单个 细胞 体积 为 基准 ) 可 表示 为 
细胞 相对 尺寸 人 (5-100) 


3. 双 室 模型 的 应 用 Williams 双 室 模型 可 以 描述 间 吹 生长 的 迟 沾 期 ， 以 及 在 生长 过 程 
中 因 细 胞 尺寸 的 变化 导致 细胞 生物 量 的 增加 与 细胞 数目 增加 的 不 同步 现象 ， 如 图 5-21 所 示 。 
接种 细胞 是 对 数 生长 期 末期 的 细胞 ， 胞 内 kK 室 物质 含量 为 零 ， 接 人 新鲜 培养 基 后 ， 细 胞 迅 
速 利用 底 物 合成 新 的 K 室 物质 ， 因 此 细胞 尺寸 迅速 增 大 ， 但 总 的 生物 量 也 相应 增加 。 由 于 C 
室 是 从 K 室 转化 来 的 ， 因 此 细胞 数目 的 增加 则 明显 滞后 。 


1.0 区 加 2.0 
放 物 数量 志 细胞 生物 量 zw 
0 xm 

0.8 上 细胞 数量 已 1 
人 站 
归 0.6 细胞 尺寸 -s > 
全 1.0 至 
了 对 0.4 上 本 
] 0.5 所 

02 
0.0 0.0 
100 200 300 400 500 600 


tmin) 


5-21 ” 双 室 模型 对 分 批 生 长 过 程 模拟 曲线 


对 于 分 室 模型 ,，“ 室 ”的 多 少 和 代表 的 功能 团 往往 要 根据 微生物 过 程 来 确定 。 如 采用 6 

室 (DNA、RNA 、 蛋 白质、 氨基 酸 、 核 背 酸 、 结 构 化 合 物 ) 模型 描述 链 霉菌 生产 抗生素 ，4 
室 (RNA、 宿 主 基因 组 、 质 粒 基 因 组 、 外 源 蛋 白 ) 或 8 室 (还 包括 氨基 酸 、 核 苷 酸 、 脂 、 
内 源 蛋 白 ) 模型 描述 外 源 蛋 白 在 大 肠 杆菌 中 的 诱导 表达 。 图 5-22 为 重组 coli 294 发 酵 生 
成 KoRI 内 切 酶 的 三 室 模型 示意 图 ，A 室 是 细胞 的 活性 部 分 ， 主 要 为 核糖 体 、mRNA 、tRNA 
及 各 种 活性 成 分 ， 其 中 60% 以 上 是 RNA ， 可 以 通过 测定 RNA 来 估计 含量 ; P 室 是 细胞 的 产 
物 部 分 ， 主 要 为 质粒 的 产物 EcoRI 内 切 酶 ， 可 通过 酶 活力 测定 ，G 室 是 细胞 的 结构 部 分 ， 包 
含 DNA (基因 组 和 质粒 ) 、 脂 类 和 糖 类 ， 其 大 小 与 A 室 和 P 室 直接 相关 ， 可 通过 全 细胞 减 去 
A 室 和 P 室 得 到 。 图 5-23 为 重组 菌株 以 不 同 初始 葡萄 糖 浓 度 生产 EcoRI 内 切 酶 过 程 的 实验 
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数据 以 及 三 室 模 型 模拟 曲线 图 。 


图 5-22 重组 已 coli 294 发 酵 生成 EcoRI 内 切 酶 的 三 室 模 型 示意 图 


il2 


0.004 


3] 一 、 
三 旦 
1 

展 0.003 加 
Ep 0.8 in 
06 0.002 。， 
办 04 0.001 闪 
.< 02 
> 0 
鱼 
Ea 旦 
已 E33 
。 bo 
3 
汪 
~ 
全 加 
扩 思 
bn bo 
人 
人 
[ed 
全 0.005 全 
时 0.004 屋 
8 0.003 已 
号 0.002 so 
5 也 
2 0.001 关 
本 0 

25 

th) 
(dq) 


图 5-23 ”重组 菌株 在 不 同 初始 葡萄 糖 浓 度 下 生产 EcoRI 内 切 酶 过 程 和 三 室 模型 模拟 曲线 图 
(a) 5g 有 10g Le 15g: a 20g | 表示 和 Ai x 表示 XC; 【2 表示 Xp 
符号 表示 实验 测定 结果 ; 实 线 表示 模型 模拟 结果 
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5. 3.2 控制 模型 


控制 模型 采用 优化 控制 原理 描述 微生物 反应 过 程 ， 常 用 于 多 底 物 的 生长 动力 学 。 对 于 多 
底 物 培 养 系 统 ， 细 胞 对 底 物 的 利用 通常 需要 复杂 的 调控 机 制 ， 而 简单 的 动力 学 模型 很 难 描 
述 。 一 般 的 结构 模型 参数 较 多 ， 机 制 和 动力 学 复杂 ， 而 控制 模型 不 考虑 微生物 如 何 协调 代谢 
反应 以 获得 优化 控制 的 机 制 ， 认 为 这 已 经 在 进化 过 程 中 实现 ， 并 且 可 用 以 确定 优化 准则 。 一 
晶 这 些 准 则 和 生长 过 程 中 一 般 性 的 限制 如 底 物 吸收 和 酶 合成 能 力 等 已 经 了 解 ， 就 可 以 通过 控 
制 论 模 型 来 计算 任何 时 候 的 反应 速率 ， 无须 了 解 内 在 机 制 。 控 制 论 模型 可 以 单 底 物 过 程 的 结 
果 来 预测 顺序 或 并 行 利 用 多 底 物 的 情况 。 

微生物 利用 多 个 底 物 时 ， 胞 内 调节 包括 2 个 方面 : 一 是 通过 抑制 和 活化 来 控制 关键 酶 的 
活性 ， 这 是 在 反应 水 平 上 的 调控 ， 用 酶 的 活性 控制 变量 村 表示 ， 这 种 调控 速率 较 快 ; 二 是 
通过 诱导 和 阻 歇 来 调节 酶 的 水 平 ， 即 关键 酶 的 合成 速率 ， 这 是 在 基因 水 平 的 调控 ， 通 过 控制 
基因 的 翻译 来 影响 酶 的 浓度 ， 用 浓度 控制 变量 ww 表示 。 

1. 模型 建立 ”主要 步骤 包括 : 中 确定 细胞 的 优化 控制 目标 ; @ 建 立 酶 合成 和 细胞 生长 
的 动力 学 方程 ，@ 建 立 诱导 和 抑制 的 慢 动态 调节 模型 ， 确 定 细胞 合成 能 力 。 

对 于 有 NN 个 底 物 的 反应 体系 ,细胞 在 其 中 任 一 底 物 i 上 的 生长 ， 用 控制 模型 可 以 表 
示 为 

X45, 1+Ys) x (5-101) 
若 该 反应 的 本 征 动 力学 可 以 用 Monod 方程 表示 ， 则 对 于 i 底 物 ,细胞 的 生长 比 速率 为 


Cs 
Ki 了 + (5-102) 


式 中 : ce 为 关键 酶 的 本 征 浓度 ; WW, 为 酶 活力 控制 变量 。 
以 NN 个 底 物 的 生长 时 ,细胞 总 的 生长 比 速率 可 表示 为 


N Ce 
人 = Spon Far (5-103) 
关键 酶 的 合成 速率 可 以 通过 本 征 浓 度 的 衡 算 表示 为 
dz 中 


dwEKE 4c 
式 中 : uw; 为 酶 合成 速率 的 控制 变量 ; rgo 为 关键 酶 的 组 成 性 合成 速率 ; ho.s 为 酶 的 分 裂 速率 
常数 。 

2. 控制 变量 的 分 析 经济 学 的 Hersteins 匹配 定律 认为 当 分 配 分 率 等 于 回报 分 率 ， 总 的 
回报 是 最 大 的 。 在 控制 模型 中 ， 所 分 配 的 资源 是 指 用 于 合成 能 给 出 最 高 生长 比 速率 的 酶 。 上 
述 模型 中 凡 为 酶 合成 速率 的 控制 变量 ， 又 称 资源 分 配 率 ， 是 指 细胞 中 总 的 酶 合成 速率 中 用 
于 i 底 物 利用 的 关键 酶 的 分 率 。wu; 通过 诱导 和 阻 歇 来 控制 ， 存 在 

0 竺 访 运 - 年 Pu=1 (5-105) 
(完全 阻 遏 ) (完全 诱导 ) 
uw 为 分 配给 第 i 底 物 吸收 的 所 耗 用 资源 的 比例 ， 可 以 表示 为 


> Ui + Teo 一 大 aiCE， (5-104) 
Si 
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Cs 
人 ni Ko 二 co ™ 
U; = 下 - (5-106) 
5 
和 [we Ra 
式 中 ， 分 子 为 途径 :所 期 望 的 最 大 收益 ， 分 母 为 总 的 最 大 收益 。 
酶 活力 控制 变量 WW, 是 细胞 对 底 物 的 快速 响应 ， 通 过 抑制 和 活化 来 快速 调控 关键 酶 的 活 
力 ， 以 保证 细胞 生长 在 其 最 合适 的 底 物 上 ， 并 具有 高 的 生长 比 速 率 ， 存 在 如 下 关系 : 
0 < WW < 1 (5-107) 
(完全 抑制 ) (完全 活化 ) 
其 大 小 根据 启发 式 策略 确定 ， 表 示 为 


Cs 


一 一 
Hn,i a E; 
W. 一 


Cs 
i 
式 中 ,分 子 表示 对 i 途径 所 预期 的 最 大 收益 ,分 母 表 示 所 有 途径 中 能 获得 最 大 利益 的 途径 j 
所 获得 的 利益 。 当 村 =1 时 ，i 途径 为 最 大 收益 途径 。 
应 用 上 述 原理 和 方法 ， 可 以 将 控制 论 模型 用 于 不 同 的 细胞 生长 过 程 。 如 非 耦 联 生长 过 
程 ， 底 物 顺序 利用 生长 过 程 、 多 底 物 同时 利用 生长 过 程 。 图 5-24 为 控制 模型 模拟 的 骨髓 痛 
细胞 生长 过 程 中 的 细胞 、 底 物 、 产 物 变化 曲线 。 


(5-108) 


1.0 


和 活 二 
人 ei 3 
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四 
四 Ee 
村 
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忆 
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忆 0.020 癌 
总 其 
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20 40 60 80 100 120 60 80 100 120 140 
培养 时 间 (h) 培养 时 间 (h) 
(c) (d) 
5-24 ”控制 论 模 型 对 骨髓 瘤 细胞 生长 过 程 的 模拟 
(a) 活 细胞 和 死 细 胞 浓度 ;(b) 葡萄 糖 、 乳 酸 和 丙 氨 酸 浓 度 ; (ce) 谷 氨 酰胺 和 氨 浓 度 ; 
(d) 胞 外 、 胞 内 赖 氨 酸 浓度 。 注 : 实 线 表示 模型 模拟 值 ， 符 号 表示 实验 测定 值 。 
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5. 3.3 形态 结构 模型 


丝 状 细菌 和 真菌 的 底 物 利用 与 产生 合成 (如 抗生素 ) 动力 学 通常 非常 复杂 。 这 类 细胞 
生长 的 特点 之 一 是 细胞 分 化 。 研 究 人 员 1995 年 提出 了 一 个 简单 易 用 的 形态 结构 模型 (mor- 
phologically structured models) ， 模 型 将 细胞 分 为 3 种 类 型 : 顶 细胞 (apical cells) 、 分 枝 细胞 
(subapical cells) 和 菌 丝 细胞 (hyphal cells) ， 用 分 别 a、s、h 表示 。 菌 丝 单元 的 底 物 吸收 和 
生物 量 形成 只 在 顶 室 (a) 、 分 枝 室 (s)。 菌 丝 单元 中 ， 顶 室 位 于 尖 和 隔膜 之 间 。 与 顶 室 细 
胞 组 成 相似 的 内 部 细胞 ( 相对 于 顶部) 形成 分 枝 室 。 模 型 考虑 了 3 种 变态 反应 : 分 又 、 顶 
尖 延 伸 和 分 化 。 在 顶尖 延伸 时 ， 一 些 顶 细胞 变 成 分 枝 细胞 。 分 又 表示 新 的 顶 室 由 分 枝 室 细 胞 
形成 。 随 着 年 龄 的 增长 ， 分 枝 细胞 进一步 远离 尖 形成 中 空 。 结 果 是 ， 分 枝 细 胞 远离 顶尖 ， 含 
有 大 空 泡 。 形 成 菌 丝 室 的 这 些 细胞 在 向 尖 部 运送 原生 质 过 程 具有 重要 作用 。 从 分 枝 细胞 形成 
中 空 的 菌 丝 细胞 叫 分 化 。 活 性 的 分 枝 细 胞 转化 成 完全 的 中 空 菌 丝 细胞 是 逐步 的 。 菌 丝 细胞 与 
分 枝 室 相 邻 ， 保 持 着 代谢 活性 并 且 与 分 枝 细胞 一 样 具有 生长 能 力 。 

分 枝 、 顶 尖 延 伸 和 分 化 3 种 细胞 类 型 的 转换 可 认为 是 一 级 反应 ， 存 在 下 列表 达 式 : 


分 校 : ZZ, =k 2 (5-109) 

延伸 : ZZ,, us =h, 2, (5-110) 
1 

分 化 : ZL, Us=hksby (cs) Z., bP (cs) Tre (5-111) 


式 (5-109) ~ 式 (5-111) 中 ，2Z,、2Z, 和 ZZ 表示 顶 细胞 、 分 枝 细 胞 和 菌 丝 细胞 在 整个 
细胞 中 的 分 率 。u，(j =1，2，3) 为 3 种 变态 反应 的 速率 ， h，。(j =1，2，3) 为 动力 学 参数 。 
分 化 受到 碳 源 抑制 (如 葡萄 糖 ，cs 为 生物 相 中 葡萄 糖 浓度 ) 。 

每 种 细胞 的 生长 比 速率 可 以 通过 Monod 方程 表示 ， 表 示 为 

,= on), $ or) =F ,jony yh (5-112) 

式 (5-111) 中 , 三 (j = a, s, h) 表示 每 种 细胞 的 最 大 生长 比 速率 。 那 么 3 种 细胞 质 
量 平衡 式 可 为 
a 三山 -Ha +HaZ, 


ge 


s" =H 一 Ni 一 Na +NsZs (5-113) 


r 


re = + 
式 中 , /为 具有 代谢 活性 的 菌 丝 细胞 的 比率 (7 为 净 速 率 ) 。 
对 于 3 种 细胞 来 说 ，2Z, + Z. + 2Z, =1， 则 生长 比 速率 的 表达 式 可 以 写成 : 
人 几 =NaZ thsZs + fnZs (5-114) 
模型 中 没有 考虑 细胞 死亡 和 细胞 裂解 。 这 个 结构 方程 中 的 生长 比 速率 不 仅 与 胞 外 葡萄 糖 
浓度 (cs) 有关， 还 与 3 种 细胞 的 分 率 有 关 (考虑 整个 细胞 量 的 胞 内 变量 ) 。 式 (5-115) 
中 包含 了 其 他 两 个 重要 的 过 程 ， 即 葡萄 糖 〈(S) 吸收 和 青霉素 (P) 合成 ( 比 速率 用 os、e。 
表示 ) 


(5-115) 


, 
S 

人 三 可 大 二 家 三 人 区 平 丰 人 六 cry Cr = 

S 1 从 S 2Ep, Ep=k, (Ls+fiZh) cx，cx Ks +cs +cs/K 


式 中 的 参数 a 、 Q2、 kh,、 K,、 RK a cx 和 2 (Tews S， h) 有 关 。 Ql 是 细胞 对 底 
物产 率 系数 (Ys) 的 倒数 。 所 考虑 的 3 种 细胞 都 可 以 生长 ,但 仅仅 是 分 枝 细 胞 和 部 分 
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(f,) 菌 丝 细胞 可 以 合成 产物 ， 并 且 3 种 细胞 都 可 以 参与 不 同 的 变态 反应 ( 式 (5-109) ~ 
式 (5-111) ) 。 根 据 以 上 分 析 在 分 批 反应 、 连 续 反 应 时 ， 状 态 变量 为 x= [ccs P Z。、2Z]?， 
对 于 流 加 培养 来 说 ， 状 态 变量 为 x= [ex cs 和 2 VI", 式 Z,+ Zs+ 2 =1 说明， 三 部 分 
细胞 中 只 有 两 部 分 是 独立 变量 。 


5. 3.4 遗传 结构 模型 


对 于 活 细胞 中 运行 的 各 种 复杂 调控 单元 ， 采 用 数学 模型 可 对 其 进行 定量 分 析 ， 评 价 其 在 
胞 内 不 同 过 程 中 的 相对 重要 程度 。 细 胞 内 研究 比较 透彻 的 分 子 水 平 调控 是 基因 转录 的 调控 ， 
通过 建立 遗传 结构 模型 ( genetically structured model) 可 以 针对 某 个 调控 单元 进行 分 析 ， 了 
解 调控 对 细胞 生长 和 特定 的 代谢 产物 的 影响 。 建 立 基因 转录 模型 的 目的 是 基于 启动 子 的 功能 
对 基因 转录 进行 量化 。 

研究 比较 透彻 的 基因 转录 启动 子 是 乳糖 吸收 的 相关 基因 调控 表达 的 E coli lac- 启 动 子 。 
在 工业 上 常用 该 启动 子 来 强化 表达 外 源 基因 。lac- 操 纵 子 中 的 3 个 基因 编码 着 coli 中 的 乳 
糖 代谢 必须 的 3 个 酶 ， 即 乳糖 透 性 酶 、B- 半 乳糖 苷 酶 、 硫 代 半 乳糖 背 转 乙 酰基 酶 。 控 制 方式 
主要 有 2 种 (图 5-25): 中 抑制 蛋白 的 控制 ，@ 碳 代谢 产物 对 启动 子 的 抑制 。 


cAMP CAP 
@ 十 
RNA \ 一 ------------> 半 乳 糖苷 酶 
合 栈 中 | 
“® yd 性 
“ fr 硫 代 半 乳糖 音 转 乙酰 基 酶 
| ! 1 1 
Eee ff 站 
lacT. 下 O lacZ lacY iacd4 
， / 
©@':.-.-@. 
抑制 剂 ” 诱 导 剂 


图 5-25 大 肠 杆菌 中 的 乳糖 操纵 子 


抑制 蛋白 X, 有 两 个 结合 位 点 中 与 启动 子 (加 ) 的 特异 性 结合 位 点 ，@ 与 乳糖 (5) 
的 结合 位 点 。 当 抑制 蛋白 与 乳糖 结合 后 结构 改变 ， 与 启动 子 的 亲和力 大 大 降低 ，RNA 聚合 
酶 催化 的 基因 转录 可 以 进行 。 乳 糖 在 该 过 程 中 起 到 了 诱导 子 的 作用 ， 即 除非 乳糖 参与 ， 和 否则 
3 个 基因 都 不 表达 。 抑 制 蛋白 与 乳糖 及 启动 子 结合 的 反应 如 下 式 : 


天 二 (5-116a) 
X +X XX (5-116b) 
.Oe. 个 人 加 XoXnSi. (5-116c) 
X +XnS < 二 XXXnS (5-116d) 


式 中 , n 为 乳糖 与 抑制 蛋白 的 结合 位 点 数 。 

式 (5-116) 中 给 出 了 操纵 子 转录 系统 的 简单 数学 描述 ， 各 反应 的 反应 平衡 常数 可 表 
示 为 
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和 
下 i (5:117) 
Cx, Cs 
C 
D2 (5-118) 
Cxo 和 CR 
C 
K, =- ee (5-119) 
CR) Si 
C 
Ks =— (5-120) 


Cxo “ C(XmSise) 

式 (5-117) ~ 式 (5-120) 基于 以 下 的 假设 : @ 宏 观 描 述 可 以 表示 反应 物 对 动力 学 的 影 
响 ， 即 使 用 不 同 组 分 浓度 。 然 而 ， 每 个 微生物 细胞 中 一 种 类 型 的 启动 子 仅仅 含有 几 个 (1 ~ 
4) ， 每 个 细胞 中 抑制 蛋白 量 也 很 低 (10 ~20)。 对 于 这 样 小 量 的 体系 ,浓度 和 热力 学 平衡 的 
意义 值得 商 榨 ， 或 许 采用 随机 模型 更 加 恰当 。@@ 如 同 酶 反应 的 米 氏 方程 动力 学 ， 所 有 反应 假 
定 为 平衡 反应 。 该 假设 是 合理 的 ， 因 为 平衡 的 弛 瑰 时 间 比 细胞 中 大 部 分 反应 的 要 短 很 多 。 

对 抑制 蛋白 、 启 动 子 、 诱 导 物 进行 物料 衡 算 : 


Cx = Cx, + C0g8is) + C(xoxs) + COxoxyiSi) (5-121) 
Cxo = Cxo + C(xoxs) + C(xoxnsi) (5-122) 
Co ™ Csi TO(R Sia) + TOORoR iSia) (5-123) 


式 中 ,下 标 t 表 示 总 浓度 。 

在 野生 型 bE coli 中 ， 有 10 ~ 20 倍 的 抑制 蛋白 与 启动 子 对 应 ,在 这 种 情况 下 ， 式 
(5-121) 中 后 面 两 项 就 可 以 忽略 。 另 外 ， 如 诱导 子 和 抑制 蛋白 复合 物 与 启动 子 结合 较 弱 ， 式 
(5-122) 中 cuxwxus 可 以 忽略 ; 最 后 , 式 (5-123) 中 ， 可 以 通过 假设 胞 内 诱导 子 分 子 浓度 
远 远 高 于 抑制 蛋白 分 子 ， 并 且 可 用 netxws + nccxoxwsw) cs 来 进行 简化 。 通 过 这 些 简 化 ， 

未 结合 抑制 子 的 启动 子 ( 自由 启动 子 ) 分 率 可 表示 为 : 
0 _ cm 1 + 天 cs (5.124) 
cx 1+Kics +Kcx, 

因为 操纵 子 3 个 基因 的 转录 可 能 通过 自由 启动 子 分 率 来 测定 ， 在 葡萄 糖 和 乳糖 为 底 物 的 
二 次 生长 的 结构 模型 中 ， 式 (5-124) 对 描述 相关 酶 的 合成 很 有 价值 。 诱 导 子 浓度 Su 可 能 与 
胞 外 乳糖 浓度 相关 ， 同 时 总 抑制 蛋白 浓度 可 以 认为 是 常数 。 


5.4 固态 发 酵 微生物 反应 动力 学 


固态 发 酵 (SSF) 已 经 具有 几 千 年 的 历史 ， 由 于 固态 发 酵 具 有 节 水 、 节 能 的 独特 优势 ， 
逐步 得 到 世界 各 国 的 重视 。 固 态 发 酵 在 工艺 上 已 从 传统 的 粗放 的 固态 发 酵 发 展 成 为 纯 种 规模 
化 培养 ,在 应 用 范围 上 不 仅 用 于 传统 食品 发 酵 ， 现 在 生物 技术 已 经 将 其 扩展 到 酶 制剂 、 有 机 
酸 、 色 素 、 芳 香 物 质 、 饲 料 、 抗 生 素 、 乙 醇 、 生 物 农 药 和 基因 工程 重组 药物 等 的 生产 。 固 态 
发 酵 已 经 成 为 现代 发 酵 工 程 研究 的 一 个 重要 组 成 部 分 。 


5.4.1 固态 发 酵 微生物 的 特点 


细菌 参与 的 固态 发 酵 过 程 主 要 是 传统 自然 发 酵 过 程 和 食品 发 酵 工业 ， 如 日 本 的 “ 纳 
157 


生物 反应 工程 原理 


豆 ”， 但 是 近年 来 在 严格 无 菌 条 件 下 ， 细 菌 被 越 来 越 多 地 用 于 固态 发 酵 过 程 ， 如 利用 芽孢 杆 
菌 发 酵 霓 皮 生产 淀粉 酶 等 。 酵 母 菌 的 情况 与 细菌 类 似 ， 目 前 利用 酵母 菌 纯 种 固态 发 酵 果 皮 及 
其 他 固体 废弃 物 生 产 乙 醇 受到 人 们 广泛 重视 。 

固态 发 酵 的 最 佳 微生物 是 丝 状 微生物 即 真菌 和 放 线 菌 。 自 然 条 件 下 的 丝 状 真菌 可 以 在 缺 
乏 自 由 水 的 固态 底 物 上 生长 良好 ， 菌 丝 可 以 穿 人 细胞 间或 细胞 内 的 空隙 更 好 地 利用 底 物 ， 有 
研究 者 认为 这 种 穿 透 作用 可 能 是 由 于 机 械 和 酶 两 种 机 制 产生 的 。 图 5-26 为 固态 发 酵 时 菌 丝 
在 基质 颗粒 表面 生长 的 模型 : 中 酶 释放 ， 只 发 生 在 基质 / 菌 体 界 面 上 ; @ 糖 化 酶 在 扩散 基质 
颗粒 内 部 的 扩散 ;@@ 糖 化 酶 水 解 淀粉 ; 四 葡萄 糖 的 释放 以 及 在 基质 颗粒 内 的 扩散 ; 器 葡 萄 糖 
在 生物 膜 内 的 扩散 并 被 菌 体 吸 收 ; @0, 扩散 并 被 菌 体 吸收 ; @ 菌 体 生长 导致 生物 膜 向 外 
扩张 。 


一 定 密度 的 湿 一 定 大 小 的 底 物 
生物 膜 颗粒 


图 5-26 固态 发 酵 时 菌 丝 在 基质 颗粒 表面 的 生长 模型 


常见 的 固态 发 酵 微 生物 一 般 具备 下 面 几 个 特征 : @ 能 够 利用 多 糖 的 混合 物 ，@@ 有 完整 的 
酶 系 ， 可 以 迅速 从 对 某 种 多 糖 的 代谢 转 为 对 另 一 种 多 糖 的 代谢 ; @ 能 够 深入 到 固态 物料 层 
中 ， 也 能 穿 人 基质 细胞 内 ; 四 在 发 酵 过 程 中 以 菌 丝 形式 生长 ， 不 易 孢 子 化 ; @ 生 长 迅速 ， 染 
菌 概率 低 ; @ 可 以 在 含水 量 低 的 基质 中 生长 ; CO 能 够 耐 受 高 浓度 的 营养 盐 ; @ 可 以 耐 受 基质 
预 处 理 时 产生 的 葵 类 有 毒物 质 。 


5.4.2 固态 发 酵 菌 体 生长 模型 


1. 固态 发 酵 菌 体 量 的 测定 ” 菌 体 生长 量 及 产物 测定 一 直 是 固态 发 酵 中 重要 的 研究 内 容 
及 技术 难点 之 一 ， 菌 体 生长 的 好 坏 从 不 同 侧面 反映 了 固态 发 酵 过 程 参数 控制 的 结果 。 造 成 固 
态 发 酵 动 力学 研究 进展 不 快 的 一 个 重要 原因 是 对 其 进行 参数 检测 比较 困难 ， 其 中 尤 以 菌 体 含 
量 的 检测 最 为 困难 。 因 为 没有 游离 水 ， 要 想 将 在 潮湿 固态 基质 上 生长 的 菌 体 分 开 是 很 困难 
的 。 常 用 的 表征 菌 体 量 的 方法 有 : 

麦角 湛 醇 : 这 是 许多 真菌 细胞 膜 上 主要 的 固 醇 类 物质 ， 但 植物 原料 中 却 没 有 ， 可 以 用 
GC、HPLC 或 UV 光谱 测定 ; 

葡萄 糖 胺 : 这 是 几 丁 质 水 解 产生 的 ， 许 多 真菌 的 细胞 壁 中 含有 ， 植 物 原料 中 没有 。 水 解 
细胞 ， 采 用 HPLC 测定 。 

蛋白 质 : 是 细胞 的 主要 成 分 , 但 是 植物 原料 中 也 存在 。 由 于 不 能 准确 确定 细菌 和 植物 蛋 
白 的 比例 ， 该 方法 只 能 用 于 植物 原料 中 蛋白 质量 很 少 的 情况 下 。 
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还 有 采用 其 他 菌 体 组 分 表征 菌 体 量 的 方法 ， 如 ATP、 壳 多 糖 、 核 酸 等 。 

采用 活性 变化 也 可 以 表征 菌 体 量 ， 如 酶 活力 、 呼 吸 速率 、C0, 释放 等 。 利 用 光 反 射 镜 ， 
监视 床 层 颜色 的 变化 来 预测 菌 体 生 长 情况 ， 例 如 用 黑 曲霉 生产 曲 酸 时 ， 由 于 菌 体 生 长 ， 床 层 
颜色 逐渐 变 为 棕色 ， 将 颜色 变化 与 菌 体 生 长 情况 相关 联 ， 可 确定 菌 体 变化 情况 。 

2. 固态 发 酵 菌 体 生长 模型 ”由 于 固态 发 酵 反 应 器 内 的 不 均一 性 ， 即 使 只 考虑 平衡 和 传 
质 ， 过 程 模 型 也 非常 复杂 。 固 定 床 内 温度 、 湿 度 、 气 相 中 0, 浓度 都 存在 显著 的 梯度 ， 相 应 
的 平衡 方程 不 得 不 采用 偏 微 分 方程 ， 这 比 混合 良好 体系 中 的 微分 方程 建立 和 计算 都 要 复杂 ; 
在 颗粒 内 部 ， 酶 、 水 解 产 物 和 0, 同样 存在 扩散 效应 ， 过 程 极其 复杂 。 男 外 ， 模 型 参数 的 求 

需要 大 量 微 尺度 上 的 实验 。 固 态 发 酵 中 只 有 一 种 情况 例外 一 一 气 固 流 化 床 ， 这 种 反应 絮 提 
供 了 一 个 良好 的 混合 和 传 质 的 微 环境 。 


------------------ 一 -------------------------- 到 | 


生物 质 或 组 成 成 分 


时 间 
图 5-27 固态 发 酵 过 程 中 几 种 典型 的 动力 学 曲线 
(a) 线性 ; (b) Logistic; (ec) 指数 ; (d) 快速 增加 、 慢 速 减少 
(to 自 迟 滞 期 结束 开始 计算 ) 


大 多 数 微生物 固态 发 酵 过 程 模型 都 是 简单 的 经 验 动力 学 模型 ， 如 图 5-27 所 示 ， 主 要 包 
括 线性 模型 ( A) 、 指 数 模型 (B)、Logistic 模型 (C)、 快 增 速 慢 减 速 模 型 (D)。 描 述 这 些 
过 程 的 经 验方 程 见 表 5-11。 两 阶段 模型 中 1, 为 快速 增加 期 结束 的 时 间 ，LZ 为 减速 期 开始 时 的 
比 生长 速率 与 增 速 期 比 生长 速率 的 比值 ， 该 方程 应 用 时 最 大 的 困难 是 对 数 期 比较 短 ， 生 物 量 
较 小 ， 很 难 确定 ， 可 将 人 和 并 合成 w 进行 测定 与 运算 。 这 些 方程 中 没有 包括 底 物 浓度 ， 否 
则 要 考虑 颗粒 的 扩散 过 程 。 

表 5-11 SSF 系统 中 微分 和 积分 形式 的 经 验 生 长 方程 
名 称 


线性 模型 ‘|ex=K +ew 


指数 模型 | ex - a 


ey 


1+((cx,/cxo) —1l)e™ 


de c 
Logistic 模型 -— (5-125) cx = 
和 X 
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名 称 方程 
de 
两 阶段 模型 《Si 


de 
(ue er ste 


(5-128) 


L i 
cx =Cx, EXPp [全 一 ea ) | 


注 : cx 表示 微生物 量 ; 1 表示 时 间 ; K 表示 线性 生长 速率 常数 ; 人 表示 比 生长 速率 ; cxo 表 示 初 始 生 物 量 ; cx 表示 最 
大 可 能 的 生物 量 。 


在 以 上 模型 中 ，logistic 模型 是 最 常用 的 一 种 ， 该 模型 简单 易 用 ， 同 时 也 可 比较 好 的 模 
拟 固态 发 酵 的 整个 过 程 ， 包 括 迟 滞 期 和 发 酵 后 期 的 生长 停止 。 其 他 模型 往往 需要 对 不 同 阶段 
分 别 建立 方程 。 

3. 环境 条 件 对 菌 体 生长 的 影响 ”建立 反应 器 条 件 的 模型 的 目的 是 将 反应 器 中 的 环境 条 
件 描 述 为 时 间 的 函数 ， 并 考虑 微生物 对 这 些 条 件 的 响应 。 模 型 中 ， 两 个 最 重要 的 环境 变量 是 
温度 和 床 体 的 水 活 度 ， 这 些 变量 可 以 通过 反应 器 操作 来 调节 。 可 以 通过 固定 其 他 因素 进行 实 
验 的 方式 来 建立 环境 条 件 模型 ， 环 境 因素 变量 设 定 不 同 值 时 进行 一 系列 培养 ， 培 养 过 程 条 件 
恒定 ， 分 析 该 条 件 下 动力 学 模型 的 参数 准确 值 。 

研究 人 员 对 Logistic 模型 进行 研究 后 ， 考 虑 温度 对 细胞 生长 的 影响 ， 提 出 如 下 模型 ; 


二 = 
Lr=A we | (5-129) 
式 中 : 4 (h 0); 8B 无 因 次 ; 有 .和 无， (J: mol- ) 为 参数 ; R 为 气体 常数 (J .mol ， 
K71); pur 为 比 生 长 速率 ; 7 为 温度 (% ) 。 
cx = do 十 而 下 二 本 天 二 两 下 二 本 下 (5-130) 
式 中 : ao ~ oa 为 拟 合 参 数 ; 7 为 温度 ( ) 。 
研究 人 员 采 用 表示 物理 状态 的 参数 0 对 Logistic 模型 进行 了 修正 : 


dex cx 0 
和- sD 
AT, aw, 0) (5-132) 


4. 固态 发 酵 菌 体 死亡 的 动力 学 过 程 ”由 于 固态 发 酵 系 统 涉及 的 主要 是 丝 状 真菌 ， 对 其 
死亡 的 测定 比 单 细胞 生物 更 加 困难 ， 所 以 有 关 研 究 较 少 。 如 果 菌 体 死 亡 定 义 为 失去 生长 能 
力 ， 那 么 死亡 就 并 不 一 定 导致 自 溶 ， 也 不 会 导致 生物 量 的 减少 。 固 态 发 酵 系统 的 菌 体 死亡 模 
型 非常 简单 ， 研 究 人 员 将 菌 体 分 为 两 部 分 ， 菌 体 死亡 符合 一 级 动力 学 : 


dc 
x Cc, +c 
全 -ee 人- 攻 =] -am (5-133) 
X, 
de 
= (5-134) 


式 中 : cy, 表示 活 细胞 浓度 ; cx, 表示 死 细胞 浓度 ; we 表示 真实 比 生长 速率 ; 加 表示 死亡 比 
研究 人 员 进 一 步 提 出 了 包含 两 个 Arrhenius 类 型 因子 的 表 观 生长 比 速率 : 
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到 后; 污 Pac , Pw 1 
Mops =Nc -fp -waesl | mop (| (C5135) 
式 中 : jc 和 语 为 菌 体 生长 和 死亡 的 比 速率 常数 ，E。 和 E。 是 菌 体 生长 和 死亡 的 活化 能 。 
5.4.3 固态 发 酵 基质 消耗 模型 
微生物 在 固体 基质 表面 生长 时 ， 必 然 伴随 着 干 重 的 减少 ， 如 图 5-28 所 示 。 


发 酵 过 程 取样 时 状态 
口 = 底 物 转 = 生物 质 国 = 水 
图 5-28 固态 发 酵 时 菌 丝 生长 、 基 质 消 耗 、 基 质 颗粒 中 水 分 减少 过 程 


考察 生物 量 与 基质 之 间 的 关系 存在 : 


D=X+5S (5-136) 
_ 生物 量 XxX XX 
cm = 释 高 干 重 ”D “+5 7 
屿 三 居 
生物 量 芝 x (5-138) 


“4 “样品 初始 时 的 干 重 ”D。 名 +S6 
式 中 : 和 表示 生物 量 干 重 ，D 表示 固体 总 干 重 ，5。 表示 初始 基质 干 重 ;S 表示 残留 基质 


干 重 。 
对 于 反应 器 中 总 的 细胞 量 ， 以 接种 时 干 重 和 取样 时 干 重 计 ， 存 在 : 
dX _d (cxADo)  ， dcxA 
dd 一 di ed 055139) 
dX _d (cxraD) ,dexr dD 
dt dt 二 dl Rd (5°140) 


式 中 : cx 为 菌 体 量 与 初始 样品 量 D。 比值 ; cxa 为 菌 体 量 与 取样 时 样品 量 忆 的 比值 。 
残留 基质 干 重 与 生物 速率 之 间 的 关系 为 


dS__1 dX_ 2 
i msX (5-141) 
考虑 式 (5-136) ， 有 
dD dx dS 
a (5-142) 
代入 式 (5-141) ， 得 
dD 1 \YdX 
P= “es ds —msX (5-143) 
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采用 浓度 方式 表示 ， 有 


加-D,[(1 -2 -mon] (5-144) 
5.5 ”微生物 致死 和 过 滤 动 力学 


5.5.1 高 温 灭 菌 动力 学 


灭 菌 〈 除 菌 ) 是 现代 发 酵 工艺 中 的 一 个 重要 环节 ， 各 种 纯 培 养 过程 都 要 求 在 没有 杂 菌 
污染 的 条 件 下 进行 。 由 于 培养 过 程 中 通常 含有 比较 丰富 的 营养 物质 ， 培 养 周期 长 ， 比 较 容 易 
受到 杂 菌 的 污染 ， 进 而 会 产生 各 种 不 良 后 果 。 因 此 培养 基 的 灭 菌 必须 合理 地 设计 ， 使 之 既 能 
达到 所 需要 的 无 菌 程度 ， 又 能 保证 培养 基 中 有 效 成 分 的 破坏 在 允许 的 范围 之 内 。 

培养 基 的 灭 菌 指 从 培养 基 中 杀 灭 (或 从 中 除去 ) 有 生活 能 力 的 细菌 营养 体 及 其 孢子 。 
工业 规模 上 的 液体 培养 基 灭 菌 ， 杀 灭 杂 菌 比 除 去 杂 菌 更 为 常用 ， 其 中 热 灭 菌 法 最 为 简便 、 有 
效 和 经 济 。 培 养 基 灭 菌 程度 的 要 求 应 根据 所 服务 的 发 酵 系 统 而 异 。 绝 对 的 无 菌 ， 不 是 不 可 能 
的 ， 而 是 不 合理 的 。 

对 于 液体 培养 基 的 热 灭 菌 ， 工 程 上 所 要 解决 的 课题 是 将 培养 基 中 的 杂 菌 总 数 No 杀 灭 到 
可 以 接受 的 总 数 W， 需 要 多 高 的 温度 、 多 长 的 时 间 ? 这 取决 于 杂 菌 孢子 的 热 灭 死 动 力学 、 反 
应 器 的 型 式 和 操作 方法 ， 还 决定 于 培养 基 中 有 效 成 分 受热 破坏 的 可 接受 范围 。 

1. 灭 菌 动力 学 及 影响 因素 

1) 微生物 的 热 死 定律 一 一 对 数 残 留 定律 

微生物 受热 死亡 遵循 分 子 反 应 速率 理论 。 在 化 学 反应 中 ， 某 些 分 子 的 分 解 和 分 子 内 部 的 
重新 排列 的 反应 属于 一 级 反应 。 杂 菌 是 一 个 复杂 的 高 分 子 体 系 ， 其 受热 致死 是 因 和 蛋白 质变 
性 ， 这 种 反应 也 属于 一 级 反应 。 因 此 活 的 杂 菌 细胞 (包括 芽孢 ) 在 一 定 温度 下 受热 致死 的 
过 程 与 一 级 化 学 反应 中 未 反应 分 子 的 减少 速度 类 似 ， 即 存活 细胞 与 未 反应 分 子 等 价 ， 微 生物 
个 数 减少 的 速度 与 任 一 瞬间 残存 的 菌 数 成 正比 ， 也 属于 一 级 反应 。 

dN/dt = -kyN (5-145) 
式 中 : WN 为 任 一 时 刻 的 培养 基 中 活 细菌 浓度 (cell L”) ; 1 为 时 间 (min); ko 为 比 热 死 速 
率 常 数 (min  ) 。 上 式 积分 得 : 


N=Ne™, (5-146) 
N 

6= 二 in 7 (S147) 
D t 


式 中 : No 为 培养 基 中 初始 总 活 菌 数 ;NN, 为 灭 菌 至 上 时 刻 残 留 活 菌 数 。 

式 (5-145) ~ 式 (5-146) 即 对 数 残 留 定律 。 可 以 根据 残留 菌 数 w 的 要 求 计 算 灭 菌 时 
间 1。 利 用 此 定律 进行 灭 菌 过 程 设计 时 需要 考虑 : 中 污染 程度 ( No) ， 培 养 基 中 有 各 种 各 样 
的 微生物 ， 不 可 能 逐一 考虑 ， 如 果 将 所 有 微生物 作为 耐 热 的 芽孢 来 计算 灭 菌 的 温度 和 时 间 ， 
将 大 大 延长 时 间 并 提高 温度 ， 因 此 一 般 只 考虑 芽孢 细菌 和 细菌 芽孢 数 之 和 作为 计算 依据 较 合 
理 ; @ 灭 菌 程度 (N ) ， 即 残留 菌 数 ， 在 发 酵 工 程 中 又 称 染 菌 概率 ,根据 上 式 ， 如 果 要 达到 
N, 为 0， 则 要 求 灭 菌 时 间 趋 于 无 穷 。 实 际 过 程 中 没有 必要 。 一 般 采 用 N =0.001， 即 1000 次 
灭 菌 中 有 一 次 失败 。 
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可 以 通过 微生物 灭 菌 过 程 残留 曲线 来 考察 微生物 对 热 的 耐 受 能 力 。 以 菌 的 对 数 残 留 数 
ln (N/AN。) 对 时 间作 图 ， 如 图 5-29 所 示 ， 残留 曲线 斜率 即 为 式 中 的 -各 。 实 际 过 程 中 某 
些微 生物 受热 死亡 的 速率 不 符合 对 数 残 留 定律 ， 图 5-30 所 示 为 嗜 热 脂肪 芽孢 杆菌 的 芽孢 在 
不 同 温度 下 的 死亡 曲线 。 呈 现 热 死亡 非 对 数 动力 学 的 主要 原因 是 一 些微 生物 芽孢 的 存在 。 研 
究 人 员 所 提出 的 菌 体 循序 死亡 模型 可 以 比较 好 地 说 明 这 种 菌 体 死 亡 动力 学 行为 。 该 模型 假设 
耐 热 微生物 芽孢 的 死亡 不 是 突然 的 ， 而 是 渐变 的 ， 需 要 经 历 一 中 间 过 程 后 才 会 死亡 。 


二 
峰 
并 
过 
Ea 
EE: 
到 
友 
子 讼 青竹 ,81C 
~、 
0 5 10 15 20 2 30 35 
灭 菌 时 间 (min) 
5-29 ”部 分 微生物 的 热 死 残留 曲线 
10 
1 
10- 
105C 
二 | 去 
102 
103 108C 
Dic lee lc 
1070 5 10 15 20 255 


tmin) 


5-30 ” 嗜 热 脂肪 芽孢 杆菌 芽孢 在 不 同 温度 下 的 死亡 曲线 


2) 影响 灭 菌 效 果 的 主要 因素 

温度 、 时 间 、 微 生物 性 质 是 影响 灭 菌 效 果 的 主要 因素 ， 并 相互 关联 。 其 他 还 包括 培养 基 
状态 、 灭 菌 工艺 、 操 作 方式 等 。 

(1) 热 阻 : 不 同 微生物 对 热 的 耐 受 能 力 不 一 样 。 能 杀 死 微生物 的 最 低温 度 称 为 致死 温 
度 ， 在 此 温度 下 杀 死 所 有 微生物 所 需要 的 时 间 称 致死 时 间 。 微 生物 对 热 的 抵抗 力 常用 
“ 热 阻 ” 表 示 ， 是 指 微生物 在 某 一 特定 条 件 下 的 致死 时 间 。 表 5-12 为 部 分 微生物 的 相对 
热 阻 。 
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表 5-12 ”部 分 微生物 的 相对 热 阻 


(2) 温度 : 微生物 的 热 灭 死 接 近 于 化 学 反应 的 一 级 反应 动力 学 。 它 的 比 热 灭 死 速率 常 
数 铝 与 灭 菌 温度 7 的 关系 ， 实 验 表明 ， 可 用 Arrhenius 方程 来 表征 ， 即 
=e (5-148) 
式 中 : ho 为 菌 体 死亡 速率 常数 ( min!); A 为 Arrhenius 常数 (min ); R 为 气体 常数 
(J .mol-! .KK) ; 7 为 热力 学 温度 (K); AE 为 杀 死 菌 体 所 需 的 活化 能 (J. mol-!)。 
培养 基 中 的 有 效 成 分 的 热 分 解 同样 为 一 级 反应 ， 符 合 对 数 残留 定律 。 培 养 基 灭 菌 既 要 杀 
死 杂 菌 的 芽孢 ， 又 要 保存 其 中 的 有 效 成 分 。 试 验 表 明 ， 细 菌 芽 孢 热 灭 死 反 应 的 AE 很 高 ， 而 
一 般 而 言 培养 基 中 的 有 效 成 分 热 破 坏 反 应 的 AE 较 低 。 表 5-13 列 出 了 某 些 细菌 芽孢 受热 死亡 
和 培养 基 中 营养 成 分 受热 分 解 时 的 活化 能 数据 。 将 7 提高 到 一 定 程度 会 加 速 细 菌 芽 孢 的 灭 
死 速 度 ， 从 而 缩短 在 升 高 温度 下 的 灭 菌 时 间 ; 由 于 培养 基 有 效 成 分 热 破坏 的 AE 很 低 ， 上 述 
的 温度 提高 只 能 稍微 增 大 其 热 破坏 速度 ， 但 由 于 灭 菌 时 间 的 显著 缩短 ， 其 结果 是 有 效 成 分 的 
破坏 量 反而 大 为 减少 。 这 就 是 通常 所 说 的 “高 温 快速 灭 菌 法 ”。 高 温 短 时 间 灭 菌 既 能 快速 地 
灭 菌 ， 又 能 有 效 地 保存 培养 基 中 的 营养 成 分 。 
表 5-13 ”部 分 微生物 、 营 养 物质 、 酶 的 反应 热 灭 活 反应 活化 能 
名 称 活化 能 (kJ .mol ) 
脂肪 嗜 热 芽孢 杆菌 287.2 
枯草 芽孢 杆菌 318.0 
肉 毒 杆菌 343.1 
维生素 B,。 96.6 
维生素 B。( 吡 多 辛 ) 92 
维生素 B。( 核 黄 素 ) 
叶酸 
泛 醇 
葡萄 糖 
胰 蛋 白 酶 
过 氧化 物 酶 
胰 脂肪 酶 
美 拉 得 反应 


例 5-2 ” 灭 菌 温度 为 120% ， 试 比较 嗜 热 脂 肪 芽孢 杆菌 死亡 速率 常数 ks 和 维生素 Bi 的 
分 解 速率 常数 。 如 果 温 度 提 高 的 150%C ,ks 和 又 如 何 变化 。 

解 已 知 嗜 热 脂肪 芽孢 杆菌 的 活化 能 AEs。 = 283460J . mol-'， 维生素 B, 活化 能 AE, = 
92114J . mol-!，Arrhenius 常数 4 =1.06 x105 (min-!)， 气体 常数 R=8.314 (J :mol-!. K-!) 
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代入 式 (5-148) 中 得 


在 120% 时 : 
ks =1.06 x103 x erii%3 =0.024 (min-0) 
ks =1. 06 x 10% x ews =0.055 (min™!) 
在 150% 时 : 


28: 


ks =1.06 x10% x eziixt =11.12 (min-1) 


92114 


ks =1.06 x10™ xesx® =0.404 (min™!') 

可 见 从 120C 升 高 到 150%C 时 ,芽孢 值 从 0.024min-! 增 加 至 11.12min-!， 为 原来 的 
63 信 ， 但 同样 的 温度 变化 ， 维 生 素 B 的 ks 值 只 从 0. 55 增加 到 0. 404， 仅 为 原来 的 7.3 售 。 

例 5-3 ”有 发 酵 培 养 基 40m ,原始 污染 程度 为 10’ 个 菌 /ml， 要 求 无 菌 程度 N, 为 10 一 个 
菌 / 批 ， 若 灭 菌 温度 125% 时 灭 菌 速度 常数 为 Imin ， 求 所 需要 的 灭 菌 时 间 。 

解 已 知 培养 基 中 总 菌 数 为 : 

No =40 x105 x105 =4 x102 个 菌 / 批 

NN. =10 “个 菌 / 批 


1 


ko =lmin- 
将 上 述 数据 代入 方 程 1 = 二 in 导 ,得 
/= Jin4x10- 
1 0 
2. 间 吹 灭 菌 的 设计 计算 ” 间 吹 灭 菌 又 叫 分 批 灭 菌 或 实 饶 灭 菌 ， 是 将 配制 好 的 培养 基 放 
在 反应 器 或 其 他 装置 中 ， 利 用 蒸汽 对 培养 基 进行 加 热 到 高 温 灭 菌 。 图 5-31 为 间歇 灭 菌 温 度 
变化 过 程 曲线 ， 加 热 过 程 分 为 3 个 阶段 加热 升温 、 保 温 、 冷 却 降温 。 灭 菌 过 程 工 艺 设计 是 
以 传 热 、 菌 热 灭 活 为 基础 的 。 涉 及 传 热 面积 、 各 阶段 时 间 等 环节 。 在 实际 过 程 中 ， 由 于 存在 
混合 、 扩 散 等 非 理想 行为 ， 常 需要 采用 传 热 模型 、 扩 散 模 型 进行 分 段 计算 才能 得 到 准确 的 
结果 。 


=20. 8min 


150 


0 80 120 160 200 240 
时 间 (min) 
5-31 间歇 灭 菌 温度 变化 过 程 曲线 


分 批 灭 菌 过 程 中 ， 最 终 残留 活 菌 数 和 初始 菌 数 可 以 被 写成 : 
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Re) 也 人 Rm) 
二 | “二 省 二 着 | 二 站 | (5-149) 
k total NM 0 /heating N 1 /hold AN 2 /cooling 


式 中 : 0、1、2 表示 升温 、 保 温 、 冷 却 阶段 的 开始 时 间 ; /表示 过 程 结束 时 间 。 
根据 式 (5-149) ，Deindoerfer 和 Humphrey 将 灭 菌 的 设计 准 数 定 义 成 : 


Nr : E, 
4 = b=) p(t (5-150) 
则 分 批 灭 菌 的 升温 、 保 温 、 降 温 阶段 对 灭 菌 效果 的 影响 可 以 写成 : 
Au =Alheuing 十 Aload + Aoooing (5-151) 


tl E 12 
式 中 ， Aheaing = kno | -总 | Aioa = kn, 和 op - 感情 ， A uting = kp, “op -R 总 ju。 


在 保温 段 温度 保持 恒定 ， 但 在 升温 和 降温 阶段 ， 温 度 的 变化 取决 于 加 热 的 类 型 ， 如 直接 
蒸汽 、 夹 套 或 是 加 热 盘 管 加 热 。 表 5-14 为 不 同 加 热 方式 下 的 温度 变化 方程 。 热 传递 的 效率 
依赖 于 培养 基 的 特性 ， 如 黏度 、 固 体 的 含量 。 典 型 分 批 灭 菌 过 程 需 3 ~5h， 各 阶段 对 灭 菌 的 
贡献 如 下 : 


Atcaine/ A =0.2， Aua/Awu =0.75, As/Awu =0.05 


表 5-14 分 批 灭 菌 过 程 中 温度 -时间 变化 方程 
加 热 或 冷却 类 型 温度 -时间 关系 


Hmst 
(M+mst) 


heating 


直接 蒜 汽 T=7T (5-152) 


夹 套 、 盘 管 菊 汽 等 等 温 热源 T=T,+ (也 -Ti) exp 人 -号 ) (5-153) 


电 加 热 等 恒 速率 热源 7=T, + (5-154) 


冷却 级 管 等 过 续 非 全 温 制 冷漠 | 7=Ta + (1-74) op{- [1-ep(- 如 )P) ass) 


注 : 4 表示 传 热 面积 (m? ) ; “表示 培养 基 比 热 (kcal * kg 一 .一 ); H 表示 相对 于 初始 培养 基 温 度 的 热 含量 ; ms 
表示 蒸汽 质量 速率 (kg. s-: ) ;，M 表示 初始 培养 基质 量 ; 4 表示 传 热 速率 (kecal * min  ); 1 表示 时 间 (min); 7 表示 温 
度 (K) ，7o 表示 培养 基 初 始 温度 〈(K) ;Ta 表示 热源 温度 (K) ;Tc 表示 制冷 剂 初始 温度 (K) ; 以 表示 综合 传 热 系数 
(kcal .m2 。 min-1。 % 一 );，mc 表示 制冷 剂 质量 速率 (kg s-)。 


3. 连续 灭 菌 动力 学 与 过 程 设计 “连续 灭 菌 指 将 配制 好 的 培养 基 在 向 反应 器 输送 的 同时 
进行 加 热 、 保 温和 冷却 而 进行 灭 菌 的 过 程 。 间 歇 灭 菌 的 一 个 缺点 是 对 蒸汽 要 求 不 平稳 ， 在 升 
温 阶段 需要 有 足 量 的 蒸汽 以 使 升温 阶段 足够 短 ， 本 另外 ， 连 
续 灭 菌 还 具有 很 多 优点 ， 如 操作 条 件 稳定 、 灭 菌 质量 高 、 易 于 自动 控制 、 热 效率 高 、 设 备 利 
用 率 高 等 。 根 据 升 温 阶段 加 热 工 艺 :的 不 同 ”可 分 为 2 种 工艺 : 直接 加 热 工 艺 和 间接 加 热 工 艺 
(图 5-32)。 

第 一 阶段 : 直接 加 热 比 间接 加 热效率 高 ， 加 热 时 间 几 乎 可 以 忽略 不 计 。 对 于 间接 加 热 ， 
常用 两 种 加 热 器 : Ra 板 框 加 热 器 更 加 有 效 ， 因 为 传 热 面 积 较 大 ， 
对 高 黏度 培养 基 也 比较 合适 ， 但 由 于 结构 问题 加 热 压力 较 低 (通常 小 于 20atm) 。 
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蒸汽 140 
T=140'C 
机 加 
培养 基 脱 胀 阅 EE 
C | 
eR CI 37 
恒温 部 分 
时 间 (min) 
(a) 
20s 20s 
T=144'C | 2~3 | 
ye min 
燕 汽 144r 
3 
起 
ss ~ ~ 中 
恒温 部 分 27 
冷却 水 未 灭 菌 L 
0 时 间 (min) 


(b) 


图 5-32 两 种 连续 灭 菌 工艺 
(a) 直接 蒸汽 喷射 加 热 和 温度 变化 过 程 ，(b) 平板 或 螺旋 板 换 热 器 加 热 和 温度 变化 过 程 


To = Ts (Ta Ta) op -| (5-156) 
若 采 用 相同 热 容 量 等 流速 热源 逆流 加 热 时 ， 有 
7, =T UA Toe (5-157) 
C2 Cl cW 


式 中 : 7 为 换 热 器 温度 (K); 7 为 热源 温度 (K); UV 为 综合 传 热效率 (J .sm?， 
K- ); 4 为 传 热 面积 (m); ec 为 比 热 (J . kg 一 K-);， WW 为 灭 菌 器 中 培养 基 量 (kg); 7 
为 平均 停留 时 间 (s)。 

第 二 阶段 : 经 加 热 的 培养 基 流 过 维持 管 ， 如 果 热 损失 可 以 忽略 ， 则 维持 管 的 温度 可 认为 
恒定 。 该 阶段 平均 停留 时 间 为 

Thold = (5-158) 

则 ，A 因子 可 以 表示 为 下 式 : 

No 四 ': 
A =In y=Ka i | -六 (5-159) 
式 中 ，V 是 进入 维持 管 的 菌 数 。 

如 果 培 养 基 在 维持 管 中 的 流动 是 理想 的 活塞 流 ,， 那么 所 有 培养 基 的 停留 时 间 都 相同 ， 灭 
菌 程度 也 一 致 。 然 而 ， 由 于 存在 着 流体 黏 性 、 管 壁 摩擦、 汕 流 等 情况 ， 流 动 常 偏 离 理想 状 
况 : 管 中 心 处 流速 快 ， 而 管 壁 处 流速 慢 。 牛 顿 型 流体 通过 光滑 管道 时 ， 平 均 流 速 与 最 大 流速 之 
比 为 ww =0.5; 层 流 变 成 油 流 时 ，u/u, =0.75; 而 当 雷 诺 准 数 达 106，u/u, =0.86。 所 以 ， 
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如 果 使 用 平均 流速 计算 停留 时 间 时 ， 部 分 培养 基 的 灭 菌 可 能 就 没有 达到 要 求 ， 将 会 造成 污染 。 

由 于 轴 向 混合 造成 偏离 理想 活塞 流 ， 可 以 采用 扩散 模型 描述 ， 如 图 5-33 所 示 。 结 合生 
生物 的 受热 死亡 动力 学 ， 对 维持 管 长 度 为 dx 的 微 元 体积 进行 有 关 菌 体 的 物料 衡 算 ， 可 表 
示 为 : 


(进入 ) - (流出 ) - (受热 死亡 ) = (积累 ) 


主体 流动 icwS teys + ae dns 
轴 向 扩散 _DS ev 医生 _DS+-dev +d (ps ) dx 
dx dr dx dx 


5-33 ”维持 管 中 微 元 体积 内 的 物料 平衡 


稳 态 时 ,积累 项 等 于 零 。 流 入 和 流出 微 元 体积 的 微生物 既 有 主体 流动 的 ， 又 有 轴 向 扩 
散 的 。 
与 分 子 扩散 类 做， 悬浮 在 培养 基 中 的 微生物 由 于 轴 向 混合 在 * 轴 方 向 扩散 可 以 表示 为 : 
dey 


=-D—* (5-160) 


dx 
式 中 , D 为 轴 向 扩散 系数 ， 由 液 流 中 返 混 程度 决定 。 如 果 九 =0， 流 体 接近 理想 活塞 流 。 另 
一 个 极端 是 D = o ， 管 中 流体 接近 全 混流 。 对 于 汕 流 ， 扩 散 系 数 准 数 与 雷诺 准 数 ( Reynolds 
number) 的 关系 如 图 5-34 所 示 。 


10.0 
D 
a 
0.1 
103 104 105 105 
Nee 
图 5-34 扩散 系数 准 数 (D/ud,) 与 雷诺 准 数 的 关系 图 
2 
Re 一 LL 
微 元 体积 内 培养 基 中 的 菌 体 死亡 总 量 》 
AN =kpcs,Sdx (5-161) 


对 微 元 体积 进行 微生物 的 物料 衡 算 ， 得 到 
d de d (ne,) 
dx 忆 dx ] dr 
对 上 式 进行 无 因 次 化 ， 得 到 


kvc =0 (5-162) 
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J Ne Ne (5-163) 
其 申 . ce = 下 
二 中 : Cn Be % EE Npe D 


Na 为 Peclet 准 数 (Peclet number) ， 当 Np。 = m ， 流 体 为 活塞 流 。 上 式 边界 条 件 为 : 


了 
当 x =0 时 ， + Ne (1-c) =0 
当 x'=1 时 do -0 5-164 
4'=1 时 ， = (5-164) 
对 方程 求解 可 得 : 
tpexp (| 
ci = (5-165) 
(1 + o) ep (eae |- (1 -pop(- Oe) 
; 2 
A 
其 中 : p= /+ 一 : 
Ne 


第 三 阶段 : 对 于 冷却 阶段 ， 可 以 使 用 合适 的 冷却 剂 进行 又 冷 ， 或 者 采用 将 培养 基 通 入 真 
空 室 闪 蒸 冷 却 。 这 两 种 方式 用 时 很 少 ， 因 此 冷却 阶段 的 灭 菌 常 可 以 忽略 。 管 壳 式 或 板 框 式 热 
交换 器 也 常用 于 这 个 阶段 。 


可 采用 等 温 散 热 器 模型 : 
rv op -| (5-166) 
如 果 采 用 等 流速 和 热 容量 冷 源 逆流 冷却 方式 进行 ， 则 : 
ArUAT.,S 
和 (5-167) 


例 5-4 采用 蒸汽 喷射 加 热 ， 闪 莹 冷却 方式 对 培养 基 连 续 灭 菌 ， 灭 菌 流量 为 2m/h。 加 
热 和 冷却 时 间 可 以 忽略 。 典 型 的 细菌 浓度 为 5 x10*m“，”， 灭 菌 程度 达到 连续 操作 2 个 月 只 允 
许 1 个 细胞 存活 。 培 养 基 中 细菌 芽 抱 的 热 抵抗 力 可 用 Arrhemius 系数 (4) 5.7 x10”h-! 和 活 
化 能 (EE,) 2. 834 x10”kJ* kmol "表示 。 灭 菌 器 的 维持 管内 径 为 0.102m， 采用 600kPa ( 表 
压 ) 加 热 灭 菌 器 到 操作 温度 125%C ， 该 温度 下 培养 基 物 性 参数 c =4. 187kJ . kg”.K ', p= 
1000kg : m -3 ， 从 =4kg， m-.h。 问 : 如 果 维 持 管 中 为 活塞 流 ， 管 道 的 长 度 为 多 少 ? 如 果 考 
虑 轴 向 扩散 ， 维 持 管 长 度 应 该 是 多 少 ? 

解 

(1) 设计 准 数 为 

A=In Ye =In (5x10° x2 x24 x60) =37.2 

由 于 维持 管 温度 恒定 ,设计 准 数 可 简化 为 

A =hoThag 


根据 已 知 条 件 计算 各， 得 
Es _ = 
加 =4ep( -个 )=378.6 Ch 二 
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因此 维持 时 间 为 
A 37.2 
ru = 全 -3 后 60.0983 (h) 
培养 基 流 速 为 
Ee 
工人 .和 22 
4 
维持 管 长 度 为 


了 =u7a =24.1 (m) 
(2) 培养 基 流 动 时 的 雷诺 准 数 为 
dup _0.102 x245 x1000) 


加 3 
了 =6.24 x10 


当 N=6.24 x103 时 ， 才 ~0.8 


因此 D~0.8ud,=20 (m .h-') 
将 数据 代入 公式 计算 : 
MN 
4pexp| 一 P 一 
证 对 和 


w=l 


求解 上 面 方 程 ， 可 得 L=26.8 (m)。 
因此 ， 考 虑 轴 向 扩散 时 维持 管 长 度 26. 8m， 比 理想 的 活塞 流 流动 时 要 长 2. 7m。 


5.5.2 过 滤 除 菌 动力 学 


氧气 是 生物 反应 工程 中 微生物 所 需要 的 最 重要 反应 底 物 。 通 常 是 以 空气 的 形式 提供 。 由 
于 和 氧 在 水 中 的 溶解 度 比 较 低 ， 在 发 酵 等 过 程 中 需要 连续 不 断 地 通 入 无 菌 空气 。 无 菌 空气 的 制 
备 常 用 加 热 、 辐 射 、 静 电 、 化 学 、 过 滤 等 方法 。 

过 滤 除 菌 是 目前 规模 化 生产 、 实 验 室 研究 中 主要 的 空气 除 菌 方法 。 所 用 过 滤 介 质 的 间 院 
一 般 大 于 细胞 颗粒 ， 空 气 中 的 微生物 菌 体 依 靠 气流 通过 滤 层 ， 基 于 滤 层 纤维 的 层 层 阻 得 ， 迫 
使 空气 在 流动 过 程 中 出 现 无 数 次 改变 气流 速度 大 小 和 方向 的 绕 行 运动 ， 从 而 导致 微生物 微粒 
与 滤 层 纤维 间 产 生 撞 击 、 拦 截 、 布 朗 运 动 、 重 力 及 静电 引力 等 作用 ， 从 而 把 微生物 微粒 截 
留 、 捕 集 在 纤维 表面 ， 实 现 了 过 滤 的 目的 。 填 充 床 过 滤器 包括 : 中 纤维 或 颗粒 介质 填充 床 过 
滤器 ， 过 滤 介 质 包括 棉花 、 玻 璃 纤维 、 且 给 、 涤 纶 、 维 尼 给 或 活性 谈 等 ; @ 折 笃 式 硼 硅 酸 超 
细 纤 维 过 滤器 ， 过 滤 介质 有 超 细 玻 璃 纤维 ; @ 烧 结 金 属 、 陶 瓷 过 滤器 ; @ 膜 过 滤 (绝对 过 
滤 ) 器 ， 主 要 是 利用 微 孔 滤 膜 ( microporous membrane ) 对 空气 进行 过 滤 ， 膜 上 有 直径 为 
0.2 ~0.45pm 的 小 孔 ， 大 于 这 一 孔径 的 微生物 能 绝对 截留 ， 膜 过 滤器 的 过 滤 介 质 有 聚 四 氟 
乙烯 、 偏 聚 二 气 乙 烯 、 聚 丙烯 和 纤维 素 脂 膜 等 。 

滤 层 对 空气 中 颗粒 的 拦截 符合 对 数 穿 透 定律 ， 可 用 下 式 表 示 : 


dN/dt = -LN (5-168) 
1 No 
r= Kh (5-169) 
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式 中 : NN 为 空气 中 尘埃 颗粒 数 〈 个 [ma ) ; 工 为 滤 床 厚度 (cm); 天 常数 (cm ); No、Ns 为 
过 滤器 进口 和 出 口 空气 中 尘埃 颗粒 数 (个 /m*) 。 常 数 天 值 与 气流 速度 、 纤 维 直 径 、 介 质 填 
充 密度 以 及 空气 中 颗粒 大 小 有 关 。 
不 同 介质 对 颗粒 的 捕捉 能 力 不 一 样 ， 表 5-15 列 出 在 一 定 填充 分 密度 下 气体 通过 介质 后 
的 残留 颗粒 数 。 介 质 的 过 滤 效 率 指 过 滤 层 捕 集 的 尘埃 颗粒 数 与 原 有 颗粒 数 之 比 ， 即 : 
Vo -Ns | 
N 
式 中 : 7 为 除 菌 效率 (% ) ; No 、Ns 为 进出 口 过 滤器 空气 中 尘埃 颗粒 数 (个 ) 。 
表 5-15 气体 通过 介质 后 的 残留 颗粒 数 


四 三 1-P 


流量 (L .min- 0) 


材 料 

0.6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 
棉花 1.0 0.7 1.9 145 29.5 83.4 242.1 268.7 429.7 597 
膊 纶 4.4 6.2 13.5 21.8 66.6 106.3 202.2 320.4 241.2 372.8 
涤纶 5.3 34.6 198.8 874.5 1961.3 2908.7 5738 4063 3510 5757.5 
维尼 龙 0 0.7 0.5 4.6 8.4 18 48 401 1345 15867 
丙纶 6.5 10 A 
玻璃 机 3:9 全 /4 3 15.8 135 42 
涤 - 且 无 纺 布 18.8 91.5 181.2 80.7 147.3 155.5 143 185 119.2 140 


直径 大 于 0.3pm 的 颗粒 数 单位 是 个 /500ml。 


工程 中 常用 去 除 90% 颗粒 数 时 的 效率 mw 对 介质 进行 比较 。 图 5-35 为 空气 过 滤 时 空气 流 
速 对 天 值 和 mw 的 影响 ， 可 以 知道 到 、7o% 、 空 气 线 速 度 有 密切 的 关系 。 


K 1o0 


Noo 


空气 线 速度 
5-35 ”空气 线 速度 与 K、ww 的 关系 


本 章 小 结 

本 章 分 非 结 构 动 力学 和 结构 动力 学 两 部 分 ， 重 点 介绍 了 微生物 在 液体 培养 基 中 的 菌 体 生 
长 、 产 物 合成 和 底 物 消耗 动力 学 ; 与 液体 培养 相对 应 ， 本 章 还 就 固态 发 酵 的 动力 学 特点 进行 
了 盖 述 ; 另外 ， 针 对 培养 基 和 无 菌 空气 制备 中 的 关键 目标 一 微生物 的 去 除 ， 从 动力 学 和 工 
艺 设 计 的 角度 进行 了 相关 知识 的 介绍 。 本 章 是 微生物 相关 的 反应 器 与 反应 过 程 设 计 与 操作 的 
基础 。 
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1. 下 表 中 数据 是 温度 对 Lactobacillus delbruechii 合成 乳酸 的 影响 ， 该 菌株 的 比 生 长 速率 
符合 Arrhennius 方程 。 根 据 数据 计算 该 过 程 的 活化 能 。 


温度 (SC ) 40.4 36.8 33..1 30.0 23; 


速率 常数 (mol : L- .hh-!) 0.0140 0.0112 0. 0074 0.0051 0. 0036 


2. 细菌 利用 甲醇 进行 好 氧 分 批发 酵 ， 其 生物 量 和 底 物 浓度 列 于 下 表 


时 间 (h) 0 2 4 8 10 12 14 16 18 


vy Ce™ Ly 0.4 0.422 0.61 1.96 3.54 6.4 | 4 12:.3 12.4 


cs (g" LL!) 18. 46 18. 42 18. 14 16. 06 13.6 4 1.84 0. 154 0 


计算 : (a) 最 大 生长 比 速率 y,;(b) 产 率 系数 Ys; (c) 倍增 时 间 如 ; (d) 饱和 常 
数 Ks;(e) 9h 时 的 生长 比 速率 j。 

3. 分 批 培养 过 程 中 ,微生物 以 最 大 生长 比 速率 生长 , jw, =0.425h"*， 同 时 以 一 级 反应 
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动力 学 死亡 ，k =0. 006h -1 。 接 种 浓度 cx =2kg . m-?。 活 菌 体 可 以 合成 产物 ， 为 半 耦 联 型 ， 
其 比 速率 可 以 用 Luedeking-Piret 方程 表示 ，Qa =0.2kg (产物 ) /kg (生物 量 ) (假设 死亡 细 
胞 保持 完整 不 自 溶 ) 。 

(1) 如 果 没 有 迟滞 期 ， 反 应 进行 到 8h 时 ， 活 细胞 浓度 是 多 少 ? 

(2) 如 果 初 始 产物 浓度 为 0，8h 时 产物 浓度 为 12kg' mm ，Luedeking-Piret 方程 中 B 值 
多 大 ? 

(3) 初始 底 物 浓度 为 88kg . mm 一， 如 果 理 论 产 率 系数 Y's =0. 5kg (生物 量 ) /kg ( 底 
物 ) ， 当 底 物 完全 消耗 时 ， 细 胞 浓度 多 大 ? 

(4) 倍增 时 间 多 长 ? 

4. 如 果 分 批 培养 过 程 符合 下 列 条 件 : 生长 过 程 没 有 迟滞 期 ， 无 维持 能 ; 生长 过 程 中 没 
有 细胞 死亡 ; 接种 细胞 100% 为 活 细 胞 ; 加 入 固体 底 物 对 分 批 培养 体积 没有 影响 ; 细胞 生长 
以 Monod 方程 进行 ， 限 制 性 底 物 为 溶 氧 ; 溶 氧 传输 速率 等 于 氧 的 吸收 速率 ,无 积累 ; 氧 的 
消耗 只 用 于 生成 细胞 。 在 分 批 培养 时 合成 次 级 代谢 产物 ， 固 体 营养 物质 持续 供给 ， 细 胞 以 最 
大 生长 比 速率 ,的 10% 生长 。 同时， 为 了 获得 期 望 的 产物 ， 分 批 培养 结束 时 溶 氧 饱和 度 应 
该 不 低 于 10% 。 根 据 下 列 数据 ， 计 算 分 批 反应 过 程 维 持 的 时 间 和 最 终 的 细胞 量 。 

生长 过 程 的 部 分 参数 : 接种 量 为 0. 02kg ' m“”; 最 大 生长 比 速率 ws 为 0.2h…; 培养 体 
系 中 溶 氧 饱和 时 浓度 为 0.007kg ' mm-? ;最 大 可 达到 的 深 氧 体积 传 质 系 数 为 80h ;细胞 对 深 
氧 的 产 率 系数 为 1. 5kg (细胞 ) /kg (氧气 ) 。 

传 氧 速率 方程 为 

N,=hia (cg -co) 
5. 微生物 生长 受到 pH 的 影响 ， 其 动力 学 方程 可 以 表示 如 下 : 


” _1 _ do KnCs 
gv md + 

x 有 (1 js 
1 


(1) 如 果 给 出 实验 数据 (不 同时 间 的 cx 、cs) ， 如 何 得 到 方程 的 参数 j,,,、Ks、Ki? 

(2) 1 -1/cs 双 倒 数 图 如 何 随 着 pH (或 H* ) 变化 ? 

6. 推导 单 细胞 生长 的 模型 。 细 胞 利用 透 (性 ) 酶 将 底 物 Si 转运 进入 细胞 , 透 (性 ) 酶 
受到 产物 抑制 。S, 转化 为 前 体 P， 前 体 最 终 转化 为 细胞 的 大 分 子 蛋白 M。 所 有 反应 的 催化 剂 
均 为 M。 

(1) S 一 YS1 (单位 表面 积 ) ( 式 中 5S* = 培养 基 中 5 的 浓度 ) 。 


(2) Si = 让 


能 量 + P 一 一 M 


(3a) 耦 联 反应 


一 能量 


(3b) Si +P— >M 


细胞 干 重 了 如 下 式 所 示 : 
(4) T=S, +P+M, +pV 
(p 表示 细胞 密度 ,了 表示 细胞 体积 ) 
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推导 细胞 中 S, 、P、M 和 了 变化 的 方程 ， 给 出 各 种 符合 的 含义 〈 注 : 细胞 体积 是 不 断 变 
化 的 ) 。 

7. 实验 室 研究 发 现在 向 反应 器 中 加 入 与 生长 速率 相同 比例 的 碳 源 (如 糖蜜 ) 时 ， 以 维 
持 一 定 的 底 物 浓度 ， 产 物 合成 效率 较 高 ， 但 是 却 很 难 在 生产 过 程 中 应 用 ， 因 为 没有 可 靠 的 方 
法 在 生产 过 程 中 测定 生长 速率 〈(rx) 或 者 细胞 浓度 (c、)。 生 产 过 程 中 可 以 安装 溶 氧 测定 仪 
测定 氧气 呼吸 速率 (OUR, g:L-!.h-!)。 

(1) 氧气 的 消耗 可 以 采用 产 率 系 数 和 维持 常数 模型 描述 ， 写 出 可 以 从 不 同时 间 的 OUR 
估算 cx 和 ry 的 方程 。 

(2) 根据 下 表 数 据 计 算 Yj。 和 维持 常数 。 


时 间 OUR (g*L-!.h-!) cx (g* LL-!) 
0 0.011 0.60 
1 0. 008 0. 63 
2 0.084 0. 63 
3 0. 153 0.76 
4 0. 198 1.06 
3 0.273 1.56 
6 0. 393 2.23 
0. 493 2. 85 
8 0. 642 Ch] 
9 0.915 $37 
10 1.031 7.59 
11 | : 9.40 
12 37 11.40 
13 1.58 12. 22 
14 1. 26 13. 00 
5 1.58 37 
16 1. 26 14.47 
17 和 起 于 37 
18 1. 20 人 
19 0. 99 16. 18 
20 0. 86 16. 67 
21 0. 90 17.01 
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【重要 概念 】 
牛顿 型 与 非 牛顿 型 流体 、 停 留 时 间 分 布 、CPFR 、CSTR 、 轴 向 扩散 模型 、 构 列 模型 、 调 
匀 度 、 宏 观 流体 、 微 观 流体 、 剪 切 应 力 、 体 积 溶 氧 传 质 系数 a 


生物 反应 工程 包括 原材料 的 物理 和 化 学 处 理 、 培 养 基 的 配制 和 灭 菌 、 各 种 反应 器 中 生物 
催化 剂 的 反应 过 程 等 ， 涉 及 物料 混合 、 输 送 等 多 种 与 动量 、 热 量 和 质量 传递 有 关 的 工程 问 
题 。 可 以 说 ， 生 化 过 程 中 的 每 一 个 步骤 都 离 不 开动 量 传递 、 热 量 传 递 和 质量 传递 (俗称 三 
传 或 传递 现象 ) 。 想 要 把 发 酵 液 从 一 个 容器 转移 到 另 一 个 容器 ， 简 单 的 搅拌 混合 等 ， 都 涉及 
动量 传递 ， 而 这 不 仅 涉 及 动量 传递 的 基本 原理 ， 还 需要 了 解 生化 过 程 中 流体 的 特殊 性 ; 反应 
器 中 的 生物 反应 进程 ， 不 仅 与 生物 催化 剂 的 性 能 有 关 ， 还 与 流体 在 反应 器 中 的 流动 行为 有 
关 ， 这 就 需要 对 生物 反应 体系 中 的 流体 流动 进行 研究 。 发 酵 中 通 入 的 氧气 是 否 能 有 效 输送 到 
细胞 ?这 涉及 气 - 液 间 、 液 体 - 细胞 间 氧 的 传 质 ; 看 似 简单 的 流体 加 热 或 培养 基 灭 菌 ， 在 实 
际 生 产 中 设计 和 实施 时 ， 需 要 充分 了 解 整个 过 程 的 热量 传递 。 无 论 是 新 产品 、 新 工艺 的 研 
究 ， 还 是 进行 过 程 设 计 、 反 应 器 设计 和 制造 、 自 动 控制 ， 都 需要 应 用 动量 、 热 量 和 质量 传递 
的 知识 。 传 递 过 程 的 理论 对 过 程 开 发 、 过 程 设计 、 生 产 操作 、 优 化 控制 及 过 程 机 制 研究 都 有 
重要 的 实用 意义 。 

本 章 介绍 生物 反应 体系 的 流 变 特性 、 生 物 反 应 体系 中 的 流体 流动 模型 、 生 物 反应 器 中 的 
搅拌 与 混合 、 气 - 液 传 质 动 力学 与 体积 传 质 系数 的 测定 、 热 量 传递 等 内 容 。 通 过 本 章 内 容 的 
学 习 ， 可 帮助 读者 更 深入 了 解 生化 过 程 中 各 传递 过 程 的 机 制 ， 学 习 对 所 研究 的 问题 建立 数学 
模型 的 方法 ， 为 利用 现代 计算 方法 和 成 熟 计 算 机 软件 包 进 行 传递 过 程 的 数值 模拟 打下 必要 的 
理论 基础 。 


6.1 生物 反应 体系 的 流 变 学 


生物 反应 体系 的 流 变 学 性 质 是 指 流体 的 流动 特性 ， 它 直接 影响 生物 过 程 的 混合 行为 、 各 
种 传 质 过 程 和 热 传 递 ， 进 而 影响 生物 反应 的 周期 和 产 出 、 传 感 器 的 响应 和 可 靠 性 ， 对 产品 分 
离 纯化 也 起 着 很 大 作用 。 

生物 反应 所 处 理 的 物 系 组 成 十 分 复杂 。 以 发 酵 液 为 例 ， 接 种 前 的 培养 基 通常 为 牛顿 型 流 
体 ; 但 随 着 发 酵 的 进行 ， 流 变性 逐渐 变 得 复杂 : 有 溶解 于 水 中 的 营养 物质 、 代 谢 产 物 ， 还 可 
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能 有 细胞 及 大 分 子 、 形 态 多 样 的 固体 物质 等 ， 这 种 物 系 通常 为 非 牛顿 型 的 流 变 学 上 的 复杂 物 
系 。 其 异常 的 流 变 特性 主要 表现 为 剪 切 黏度 依赖 性 和 一 定 的 黏 弹性 行为 。 

一 些 稀薄 的 细菌 发 酵 液 、 以 水 解 糖 或 糖蜜 为 原料 培养 酵母 的 料 液 、 被 咽 菌 体 侵害 的 发 酵 
液 等 均 为 牛顿 型 流体 。 微 生物 以 菌 丝 形式 生长 比 以 菌 球形 式 生长 对 流 变 学 性 质 的 影响 更 大 ， 
在 丝 状 菌 发 酵 中 ， 生 物 量 的 影响 作用 显著 。 丝 状 菌 悬 浮 液 中 菌 呈 丝 状 或 团 状 ， 菌 丝 一 般 有 一 
个 以 上 的 分 支 ， 这 些 菌 丝 长 50 ~500km， 直 径 为 9 ~10pm。 反 应 器 中 ， 菌 丝 体 纠缠 在 一 起 ， 
使 悬浮 液 黏度 达 Pa . s 水 平 。 团 状 菌 丝 体 是 以 稳定 的 球状 积聚 在 一 起 而 生长 ， 其 直径 可 达 几 
毫米 。 无 论 是 丝 状 或 团 状 ， 其 流 变 学 特性 都 是 非 牛顿 型 流体 ( 表 6-1 ) 。 

表 6-1 几 种 抗生素 发 酵 液 的 流 变 特性 

微 生 物 流 变 特性 
制 霉菌 素 诺尔 斯 链 每 菌 牛顿 型 流体 
青霉素 产 黄 青 霉菌 假 塑 性 流体 
青霉素 产 黄 青 霉 菌 塑性 流体 
青霉素 产 黄 青 霉 菌 胀 塑 性 流体 


链 霉 素 灰色 链 考 菌 塑性 流体 
新 生 霉 素 雪白 链 霉 菌 塑性 流体 
卡 那 霉 素 卡 那 霉 素 菌 假 塑 性 流体 
曲 古 霉 素 卡 那 霉 素 链 霉 菌 塑性 流体 
曲 古 霉 素 卡 那 霉 素 链 每 菌 假 塑 性 流体 
非 洛 霉 素 卡 那 霉 素 链 霉 菌 假 塑 性 流体 


丝 状 菌 发 酵 中 ， 高 黏度 发 酵 液 的 表 观 黏度 明显 随 剪 切 速率 的 不 同 而 变化 。 同 一 反应 器 
中 ， 发 酵 液 离 搅拌 器 远近 位 置 的 不 同 ， 流 动 特性 会 明显 不 同 。 

微小 颗粒 悬浮 液 的 黏度 是 多 种 因素 的 函数 ， 除 依赖 菌 体 颗粒 的 浓度 外 ， 还 受 颗 粒 的 形 
状 、 大 小 、 变 形 度 、 表 面 特 性 等 因素 影响 。 和 霉菌 或 放 线 菌 等 的 发 酵 过 程 中 ， 发 酵 液 的 流动 特 
性 常 出 现 大 幅度 变化 。 

丝 状 菌 发 酵 中 ， 菌 体 相互 间 易 形成 网 状 结构 ， 在 一 定 的 剪 切 速率 下 ， 团 状 结构 的 菌 团 可 
被 打 碎 成 小 片 ， 虽 然 这 些小 碎片 可 再 聚集 起 来 ， 但 在 高 剪 切 速率 下 ， 妹 集 起 来 的 菌 团 又 将 被 
打 碎 ， 使 发 酵 液 旦 牛顿 型 流体 特性 。 

迄今 所 研究 的 胞 外 产物 中 ， 只 有 多 糖 对 介质 的 流 变 学 性 质 的 影响 较 大 。 其 他 大 分 子 
(如 蛋白 质 ) 也 会 影响 介质 的 流 变 学 性 质 ， 特 别 是 存在 分 散 得 很 小 的 气泡 时 。 

生物 反应 体系 的 流 变 学 性 质 通过 影响 流体 的 流动 特性 而 影响 传 质 与 传 热 ， 进 而 影响 生物 
反应 速率 和 细胞 的 新 陈 代 谢 。 
6.1.1 生物 反应 体系 的 流 变 学 性 质 

流 变 学 通常 用 黏度 、 流 动 行 为 和 屈服 应 力 来 对 流体 进行 描述 。 流 体 流 动 时 ， 相 邻 具 有 不 
同 速度 的 流体 单元 相互 施加 剪 切 应 力 ， 流体 的 流 变 学 性 质 用 剪 切 应 力 7 与 前 切 率 ( 剪 切 率 ) 
y 的 关联 式 来 描述 : 

TR (6-1) 

式 中 : 为 黏度 系数 ; ro 为 届 服 应 力 ; n 为 需 定 律 指数 或 流动 特性 指数 。 式 (6-1) 称 为 震 
176 


第 6 章 生物 反应 过 程 的 传递 


定律 方程 ， 根 据 此 方程 ， 流 体 分 为 以 下 几 类 。 
1. 牛顿 型 流体 当 n=1, 76=0 时, 式 (6-1) 变 为 
T = HAy (6-2) 
式 中: 7 为 流体 剪 切 应 力 (Pa) ; 人 为 流体 的 动力 学 4 
黏度 (Pa . s) ; y 为 剪 切 率 〈s-) 。 此 方程 称 为 牛 
顿 黏 性 定律 ， 流 动 特性 服从 牛顿 黏 性 定律 的 流体 
(如 气体 、 低 分 子 液 体 ) 称 为 牛顿 型 流体 (图 6-1 
中 曲线 1) ， 牛 顿 型 流体 的 黏度 在 温度 恒定 时 保持 不 3 
变 。 不 服从 牛顿 理性 定律 的 流体 为 非 牛顿 型 流体 ， mm 
其 剪 切 应 力 与 剪 切 率 之 比 不 是 常数 ， 而 是 随 着 剪 切 


率 变 化 ， 因 而 没有 确定 的 黏度 值 。 以 下 几 种 为 常见 “ 了 bag 
图 6-1 ”流体 剪 切 2 
的 非 牛 顿 型 流体 。 a 1: 牛顿 型 流体 ; 2: 宾 汉 塑性 流体 ; 3: 假 塑 性 流 
2. 宾 汉 塑性 流体 ”流动 特性 可 表示 为 体 ; 4: 胀 塑 性 流体 ; 5: 凯 松 流体 


T =To+77 (6-3 ) 
式 中 : ru 为 屈服 应 力 (Pa) ; 7 为 刚度 系数 (Pa . s) 。 

宾 汉 塑性 流体 的 特点 是 当 剪 切 应 力 小 于 屈服 应 力 ro 时 ， 流体 不 发 生 流动 ， 只 有 当 剪 切 
应 力 大 于 屈服 应 力 时 ， 流 体 才 发 生 流动 ， 其 流动 曲线 为 不 通过 原点 的 直线 (图 6-1 中 曲线 
2) ， 曲 线 的 纵 轴 截 距 为 屈服 应 力 ro。 

3. 假 塑性 流体 ”流动 特性 为 

r= Ky OQ<n<l (6-4) 
式 中 ; K 为 条 度 系数 (Pa. s") ; n 为 流动 特性 指数 。 

流体 的 黏度 系数 天 越 大 ,流体 就 越 稠 厚 。 流 动 特性 指数 半 越 小 ， 流 体 的 非 牛顿 型 特点 
越 明显 。 

4. 胀 塑性 流体 ”其 流动 特性 也 具有 指数 规律 ， 但 其 流动 特性 指数 m> 1, 越 大 ,流体 
的 非 牛 顿 型 特性 就 越 显 著 。 


Tr=Ky", n>l (6-5) 
5. 凯 松 流体 ”其 流动 特性 方程 为 
T7122 =70'? + 天 TI (6-6) 
式 中 : ro 为 屈服 应 力 (Pa) ; K. 为 凯 松 黏度 (Pa .si ) 。 


WW ee he ey 通常 把 一 定 切 变 速率 下 剪 切 应 力 与 此 剪 切 率 之 比 称 为 
表 观 黏度 ， 即 : 
Ks = 7/Y (6-7) 
式 中 , 内, 为 表 观 黏度 ( Pa. s) 。 从 图 6-1 可 以 看 到 ， 胀 塑性 流体 的 表 观 黏度 随 剪 切 率 的 增 大 
而 增 大 ， 而 其 他 3 种 非 牛 顿 型 流体 则 相反 。 
在 生化 过 程 中 ， 不 同 发 酵 液 ， 甚 至 不 同 的 发 酵 时 期 的 流体 可 能 具有 不 同 的 流 变 特 性 ， 常 
用 的 发 酵 液 流 变 方程 列 于 表 6-2 。 而 植物 细胞 培养 液 的 黏度 多 具有 假 塑 性 ， 部 分 体系 的 流 变 
特征 见 表 6-3。 
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表 6-2 常用 发 酵 液 的 流 变 方程 
类 型 流 变 方 举 例 


二 并 本 从 所 风流 天 字数 的 风 曾 。 了 


宾 汉 塑性 流体 随 剪 切 率 的 增 大 而 减少 黑 曲霉 、 链 霉 素 等 发 酵 液 


假 塑 性 流体 “| z=Ky"，0 <n<1 | 随 剪 切 率 的 增 大 而 减少 et 


a ee 链 霉 素 、 四 环 素 、 卡 那 霉 素 发 醇 前 
胀 塑 性 流体 随 剪 切 率 的 增 大 而 增 大 。 | 期 发 本 波 


凯 松 流体 贡 ” 反 随 剪 切 率 的 增 大 而 减少 透明 质 酸 溶液 、 青 霉 素 等 发 酵 液 


浓度 (gL-!) | 。 流 变 特性 


ed <450 ( 鲜 重 ) | 饥 松 塑 性 流体 
假 塑性 n=0. 53 假 塑性 流 休 n=0. 53 


人 们 熟悉 的 一 些 流体 情况 如 下 所 述 : 四 牛顿 型 流体 。 气 体 、 水 、 低 分 子 质量 液体 、 低 分 
子 化 合 物 的 水 溶液 。@ 宾 汉 塑 性 流体 。 纸 浆 、 牙 膏 、 油 、 巧 克 力 。@ 假 塑性 流体 。 淀 粉 悬 
浮 、 纸 奖 、 油 潜 。@@ 胀 塑性 流体 。 玉 米粉 和 糖 溶液 、 淀 粉 、 流 沙 。@ 凯 松 流 体 。 血 、 番 茄 
效 、 桥 子 汁 。 

6. 1.2 影响 流 变 性 质 的 因素 


在 生化 反应 过 程 中 ， 随 着 体系 中 细胞 浓度 和 形态 的 变化 ， 以 及 底 物 的 消耗 和 代谢 产物 的 
积累 ， 体 系 介质 的 流 变 性 质 和 类 型 会 发 生 明显 变化 ， 表 现 出 时 变性 。 图 6-2 为 真菌 Aspergil- 
lus awamori 培养 液 的 黏度 系数 K 和 流动 特性 指数 n 随 发 酵 时 间 的 变化 情况 。 


2.3 


10 20 30 40 
培养 时 间 (h) 
6-2 ”Aspergillus awamor 培 养 液 的 黏度 系数 K 和 流动 特性 指数 n 随 发 酵 时 间 的 变化 
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生物 反应 体系 十 分 复杂 ， 其 中 水 所 占 的 比例 最 大 。 除 溶解 于 水 的 各 种 营养 成 分 及 细胞 的 
代谢 产物 外 ， 还 有 大 量 的 细胞 、 构 成 培养 基 的 不 溶性 物质 等 固 相 物 。 一 般 在 体系 中 的 液 相 部 
分 黏度 很 低 ， 随 着 其 中 细胞 浓度 的 增加 ， 体 系 黏度 也 相应 增 大 (图 6-3)。 此 外 ,细胞 的 形 
态 、 多 糖 和 胞 外 蛋白 质 及 其 他 代谢 产物 等 都 会 导致 介质 流 变 性 质 的 改变 。 


13 


东 
江 
乓 
到 
典 
庆 
党 
由 
喇 
0 5 10 15 20 25 
细胞 浓度 (gL7) 


6-3 ”多 形 汉 逊 酵母 培养 液 的 黏度 与 细胞 浓度 的 关系 


当 体系 介质 中 的 颗粒 ( 含 细胞 ) 呈 球 状 或 接近 球形 ， 且 浓度 较 低 时 ， 悬 浮 液 为 牛顿 型 
流体 ， 其 黏度 可 据 Einstein 公式 计算 : 
ls = WL 2.50) (6-8) 
式 中 : As 为 悬浮 液 表 观 黏度 (Pa . s) ; 为 悬浮 液 中 纯 液 相 黏 度 (Pa . s); 更 为 颗粒 的 体 
积分 数 。 
当 细 胞 浓度 很 高 ($B >40% ) 时 ， 上 述 线性 关系 不 再 成 立 ，Vand 提出 以 下 关系 式 : 
Ws = WW.(1 +2.58 +7.2508°) (6-9) 
此 外 还 有 不 少 其 他 经 验 关 联 式 ， 在 此 不 再 歼 述 。 高 浓度 的 细胞 悬浮 液 可 成 为 非 牛顿 型 流 
体 ， 其 表 观 黏度 与 细胞 浓度 cx 有 关 : 


Ws cc cx (6-10) 
图 64 为 不 同形 态 、 不 同 培养 时 间 的 黑 曲霉 培养 液 的 表 观 黏度 与 菌 体 浓 度 的 关系 ， 可 见 
® 1-22h 
100 上 o 2~24h 
= 3-26h 
a o 4-28h 
eq 一 菌 团 
让 
及 10| 
0 25 5 75 10 
菌 体 体积 分 数 (%) 


6-4 不 同形 态 和 菌 龄 的 黑 曲霉 培养 液 的 表 观 符 度 与 菌 体 浓 度 的 关系 
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细胞 形态 的 变化 对 培养 液 的 流动 特性 有 很 大 影响 。 对 于 具有 假 塑 性 的 丝 状 真菌 悬浮 液 ， 当 剪 
切 率 较 低 时 ， 由 于 菌 丝 体 的 相互 牵制 ， 表 观 黏度 较 高 ; 随 着 剪 切 率 的 增 大 ， 菌 丝 被 拉 伸 甚 至 
撕 断 ， 导 致 表 观 黏度 下 降 。 

发 酵 培养 液 中 的 胞 外 产物 是 影响 其 流 变 特性 的 另 一 重要 因素 ， 特 别 是 在 多 糖 物质 存在 
时 ,会 导致 其 表现 非常 明显 的 非 牛顿 型 流动 特征 。 例 如 ， 野 油菜 黄 单 抱 菌 培养 液 和 滤液 均 呈 
假 塑 性 ， 二 者 的 流动 曲线 十 分 接近 ， 表 明 该 体系 的 假 塑性 是 由 黄 单 抱 菌 分 泌 的 胞 外 多 糖 黄 原 
胶 引 起 ， 细 胞 的 存在 对 体系 的 流动 特性 影响 很 小 。 此 时 ， 影 响 体 系 黏 度 的 主要 因素 是 多 糖 的 
浓度 ， 随 着 多 糖 浓度 的 增 大 ， 培 养 液 的 黏度 系数 大 大 增加 ， 表 观 黏度 迅速 增加 。 


6.1.3 流体 性 质 对 生化 过 程 的 影响 


流体 性 质 特别 是 黏度 对 整个 发 酵 过 程 有 着 多 方面 的 影响 〈 图 6-5)， 本 节 从 溶 氧 和 搅拌 
两 方面 进行 讨论 。 


® 
弓 100 200 
嫩 
油 © 
地 SS 150 上 
尽 50 上 如 100 上 
3 
局 
站 50 
好 
0 10 20 0 0.5 1.0 
菌 丝 体 浓度 (gL7') 相对 菌 丝 体 浓度 (gL7') 
(a) (b) 


图 6-5 青 才 培养 物 中 菌 丝 浓度 对 氧 传递 系数 和 表 观 黏度 的 影响 


1. 流体 性 质 对 氧 传递 的 影响 ”在 培养 液 中 ， 氧 的 传递 受到 培养 液 流 变 学 的 影响 ， 氧 传 
递 系数 随 黏 度 的 增加 而 下 降 (图 6-5)， 丝 状 菌 的 生长 会 迅速 受到 氧 限制 。 造 成 氧 传递 速率 
低 的 原因 可 能 是 形成 气泡 的 速率 低 、 气 泡 合并 速度 增加 或 培养 液 在 发 酵 钠 中 流动 速度 降低 。 
如 果 培 养 物 受 氧 限制 ， 生 长 量 就 与 氧 传递 量 相关 。 在 分 批 培养 中 ， 菌 丝 体 浓度 增加 ， 氧 传递 
速率 迅速 降低 ， 生 长 速率 很 快 减 慢 到 零 。 在 受 氧 限制 的 连续 培养 中 ， 由 于 单位 培养 基 中 氧 传 
递 的 总 量 随 滞留 时 间 的 降低 而 降低 ， 在 高 的 稀释 率 下 ， 菌 丝 浓度 将 下 降 。 为 了 克服 氧 限制 在 
工业 发 酵 中 的 影响 ， 可 加 水 稀释 发 酵 液 ， 从 而 降低 黏度 ， 增 加 氧 传递 速度 。 

体积 传 质 系数 La 除了 受 搅拌 功率 、 通 气 速率 等 操作 条 件 的 影响 外 ， 还 受到 液体 的 物理 
性 质 的 影响 。 在 同样 的 操作 状态 下 ， 液 体 的 黏度 越 大 ， 体 积 传 质 系数 护 o 就 越 小 。 为 了 克服 
菌 丝 体 丝 状 生长 给 培养 造成 的 上 述 不 利 影响 ， 有 人 开发 了 限制 菌 丝 体 在 塑料 多 孔 小 颗粒 上 生 
长 的 技术 ,使 产 黄 青 性 的 菌 丝 生长 成 球形 颗粒 ， 培 养 液 纤 度 降低 ， 气 - 液 质 量 传递 系数 ha 
比 游离 细胞 培养 高 2 ~3 倍 ， 最 终 细胞 密度 和 青霉素 效 价 都 明显 提高 。 结 合 使 用 鼓 泡 塔 型 反 
应 器 ， 使 通气 所 需 的 能 量 减少 50% 。 

2. 在 非 牛顿 型 流体 中 的 搅拌 功率 ”除了 和 氧 传递 速率 低 外 ， 拟 塑性 流动 特性 和 屈服 应 力 
能 影响 发 酵 缸 中 的 混合 条 件 ， 造 成 不 均一 性 。 在 靠近 搅拌 桨 的 高 剪 切 区 ， 发 酵 液 黏 度 较 低 ， 
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处 清流 状态 ;离开 高 剪 切 区 ， 黏 度 增加 ， 处 于 层 流 状态 ; 在 靠近 挡 板 和 饶 壁 等 表面 的 地 方 出 
现 静 止 区 。 菌 丝 体 处 于 充分 通气 的 区 域 和 相对 静止 而 缺 氧 的 区 域 间 的 变化 周期 中 。 在 换 热 器 
周围 的 滞留 层 还 妨碍 热 的 排除 。 在 连续 培养 中 ， 处 于 混合 差 的 区 域 里 的 菌 丝 体 不 易 被 冲 出 ， 
因而 可 观察 到 异常 的 动力 学 现象 (图 6-6) 。 为 了 克服 这 些 混 合 问题 ， 要 提高 动力 输入 ， 设 
计 高 泵 送 率 的 搅拌 器 。 


7、 


未 充分 混合 从 


菌 丝 浓 度 (8L-) 


充分 混合 一 | 。“、、、、 


稀释 率 (h) 
图 6-6 细胞 浓度 与 稀释 率 的 关系 


由 于 非 牛 顿 型 流体 的 表 观 黏度 随 剪 切 率 变化 ， 没 有 确定 的 黏度 值 ， 也 就 不 能 确定 搅拌 的 
雷诺 准 数 ， 所 以 不 能 像 牛顿 型 流体 那样 作出 功率 准 数 N 与 Re 的 关系 图 。 在 搅拌 条 件 下 ， 非 
牛顿 型 流体 的 平均 剪 切 率 与 搅拌 转速 成 正比 : 

y = KN (6-11) 
式 中 : y 为 平均 前 切 率 (s"') ; K 为 常数 。 

按照 非 牛 顿 型 流体 的 平均 剪 切 率 求 出 其 表 观 黏度 ， 从 而 求 出 Re。 研 究 人 员 在 多 种 拟 塑 
性 、 胀 塑性 和 宾 汉 性 流体 中 对 不 同 搅 拌 器 进行 试验 ， 得 出 上 式 中 常数 的 范围 为 10 ~13。 
在 拟 塑 性 非 牛顿 型 流体 中 , 天 值 一 般 取 11. 5 ， 不 会 引起 很 大 误差 。 

将 在 非 牛顿 型 流体 中 的 搅拌 功率 准 数 与 Re 在 对 数 坐 标 上 标 绘 ， 得 到 的 曲线 与 牛顿 型 流 
体 相 似 (图 67)。 当 Re <10 时 ,液体 处 于 层 流 状态 ，Ns 与 Re 成 为 斜率 为 -1 的 直线 ， 当 
Re >500 时 ， 液 体 处 于 汕 流 状态 ，Ns 保持 恒定 ， 而 10 < Re <500 时 ， 液 体 为 过 渡 流 状态 时 ， 
Ns 与 Re 之 间 的 关系 比较 复杂 。 


100 


10 100 1000 10000 
Re 


图 6-7 非 牛顿 型 流体 中 功率 准 数 与 Re 的 关系 
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总 之 ， 流 体 特 性 因素 会 对 生物 反应 器 内 的 质量 与 热量 的 传递 、 混 合 特性 及 菌 体 生长 等 产 
:影响 。 


黏度 对 发 酵 过 程 的 影响 远 不 止 以 上 两 点 ， 图 6-8 可 以 帮助 你 考虑 黏度 的 多 方面 影响 。 


黏度 
记者 
热量 传递 
质量 传递 
ER | 0 
原料 配制 发 酵 条 件 产物 分 离 和 回收 
泵 输送 、 加 热 、 微生物 分 布 、 溶 氧 浓度 泵 输送 、 加 热 
冷却 、 混 合 ( 受 空 所 分布、 聚集 、 I 
化 合 物 反应 混合 和 温度 等 的 影响 ) 冷却 、 回 液 分 离 
! | | 
| 生长 上 一 -| 形 移 -| 形态 学 
| .| 和 | | 
| | | 


设计 ， 经 济 


图 6-8 黏度 对 发 酵 过 程 的 影响 


6.2 ”生物 反应 体系 中 的 流体 流动 模型 


生物 反应 体系 的 流体 流动 模型 是 对 流体 流 经 反应 器 时 流动 和 返 混 状况 的 描述 。 反 应 器 的 
操作 分 为 连续 和 间歇 操作 。 在 间歇 操作 的 反应 过 程 中 ， 反 应 器 内 的 物料 间歇 地 加 入 和 取出 
反应 物料 的 各 种 参数 (如 浓度 和 温度 等 ， 随 时 间 变 化 ， 但 不 随 反应 器 内 的 位 置 变化 ， 物 料 
中 所 有 的 粒子 在 反应 器 内 的 停留 时 间 是 相同 的 。 而 在 连续 操作 中 ， 同 时 进入 反应 器 的 各 流体 
粒子 在 反应 器 内 的 停留 时 间 却 不 一 定 相 同 。 造 成 这 种 停留 时 间 不 同 的 原因 包括 摩 探 造成 的 流 
速 分 布 不 匀 、 分 子 扩散 、 涡 流 扩 散 、 搅 拌 引起 的 强制 对 流 、 沟 流 及 死 区 等 。 

流体 的 不 同 流动 状况 使 反应 物料 在 反应 器 内 停留 时 间 不 同 、 混 合 状况 不 同 ， 导 致 反应 的 
局 部 环境 不 同 ， 进 而 影响 反应 速率 、 反 应 选择 性 和 达到 给 定 转化 率 所 需要 反应 器 体积 ， 因 此 
流体 流动 模型 是 反应 器 研究 的 重要 内 容 。 

实际 反应 器 的 复杂 流动 状况 可 以 在 数学 表达 简单 、 意 义 明 确 ， 且 能 反映 流动 过 程 主 要 特 
征 的 理想 反应 器 模型 的 基础 上 ， 进 行 修正 和 组 合 ， 从 而 得 到 符合 实际 的 非 理 想 流动 模型 。 


6.2.1 理想 反应 器 的 流动 模型 


平 推 流 与 全 混流 是 两 种 极端 的 理想 流 型 ， 具 有 这 两 种 流 型 的 反应 器 称 为 理想 反应 器 : 平 
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推 流 反应 器 (continous plug flow reactor，CPFR) 、 理 想 间 和 葡 反 应 器 和 全 混流 反应 器 (contin- 
ous stirred-tank reactor, CSTR ) 。 

1. CPFR 平 推 流 反应 器 模型 中 ， 物 料 以 稳定 的 流量 由 反应 器 的 一 端 流 入 反应 器 后 ， 
各 物料 微 元 沿 流动 方向 以 相同 的 速度 向 前 移动 ， 完 全 没有 轴 向 混合 与 扩散 ， 就 好 像 活塞 在 气 
生 里 向 前 平 推 一 样 。 所 以 又 称 为 “活塞 流 ”， 如 图 6-9 所 示 。 


cso | cs cs+dcs s | 


6-9 ”CPFR 模型 


1) CPFR 基本 特征 : 活塞 流 模型 的 混合 情况 是 没有 轴 向 空间 混合 ， 也 没有 返 混 。 活 塞 
流 和 模型 的 特点 是 ， 在 与 流动 方向 垂直 的 任意 截面 上 各 点 ， 物 料 的 流速 、 浓 度 、 温 度 及 停留 时 
间 等 完全 相同 ; 物料 的 浓度 、 温 度 等 各 参数 沿 流动 方向 递 变 ; 在 每 一 截面 上 物料 各 参数 都 不 
随时 间 而 变化 。 

对 CPFR 的 物料 衡 算 需 考 虑 反应 器 中 组 分 浓度 在 流动 方向 上 的 变化 。 若 在 流动 方向 上 取 
长 度 为 I、 体 积 为 dV 的 微 元 体 对 底 物 做 物料 衡 算 ， 则 有 


de 
Vocs = vo(cs + dcs) + rsdVe + dV (6-12) 


连续 定 态 操作 时 ,Ses =0， 于 是 : 


— vodcs = rsdJ (6-13) 
对 整个 反应 器 有 
es d 要 
-太守 = 三 :am (6-14) 
eso rs 0 vo 
V cso d 
i 户 站 (6-15) 
0 S 


式 中 , rp 为 CPFR 的 空 时 ， 其 值 等 于 物料 在 CPFR 中 的 停留 时 间 。 

2) CPFR 的 停留 时 间 分 布 

图 6-10 的 实 线 为 阶 跃 输入 法 向 CPFR 中 输入 示 踪 剂 及 其 应 答 。 显 然 停留 时 间 分 布 函数 
有 如 下 规律 。 


F(0) =0,0 <1;F(0) =1,0=1 (6-16) 
E(0) =0,0z1;E(0)—% ,0=1 (6-17) 
0=1,0*=0 (6-18) 


即 , 当 9 <1 (;:<7) 时 ， ee 即 F(06) =0; 当 0 z=1 (; 
三 1) 时 , fF(09) = 1 ， 由 0 突变 为 1， 而 且 持 续 此 值 。 从 两 种 示 踪 剂 输入 的 应 答 结 果 可 以 看 
出 ， 输 入 为 何 函 数 ， de 这 是 平 推 流 反应 器 停留 时 间 分 布 的 重要 特点 。 

2. 间歇 完全 混合 流动 模型 、 理 想 间歇 反应 器 这 种 模型 又 称 为 间歇 全 混 式 流动 模型 。 
其 混合 情况 为 : 空 混 =  , 返 混 =0。 因 而 这 种 模型 的 特点 是 : 由 于 空 混 =  ， 反 应 器 内 各 
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(c/co)st 
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0 


垂下 


a Wen)s 
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图 6-10 ”CPFR 的 阶 跃 输入 与 应 答 


点 的 浓度 是 均匀 的 ， 温 度 也 是 相等 的 ， 其 他 参数 也 是 一 致 的 ， 只 随时 间 而 变化 ， 因 而 是 不 稳 
定 过 程 ; 由 于 返 混 =0， 故 所 有 物料 在 反应 器 内 的 停留 时 间 相 同 ， 不 存在 停留 时 间 分 布 。 凡 
是 符合 上 述 特点 的 反应 器 称 为 理想 间歇 反应 器 。 

在 实际 的 生化 生产 中 ， 完 全 符合 上 述 特点 的 反应 器 是 不 存在 的 。 但 有 些 情 况 下 的 反应 器 
与 上 述 特 点 比较 接近 。 例 如 ， 在 每 式 反应 器 中 进行 液 相反 应 ， 如 图 6-11 所 示 ， 反 应 物料 一 
次 性 加 入 ， 在 强烈 搅拌 下 进行 反应 ， 反 应 物 结束 后 物料 一 次 性 放出 。 这 种 间 鞭 搅拌 侈 可 作为 
理想 间歇 反应 器 处 理 。 

在 全 混流 反应 器 模型 中 ,在 以 相同 速率 稳定 进 料 、 出 料 的 条 件 下 ， 反 应 器 
有 效 体积 、 反 应 物 系 组 成 均 不 随时 间 发 生变 化 。 物 料 进 入 反应 器 后 ， 瞬 间 就 在 整个 反应 器 内 
oe a ga 并 与 出 料 组 成 相同 。 其 混合 情况 是 ， 空间 混合 = 

%; 返 混 =w% (图 6-12)。 


csu 


图 6-11 间 吹 搅拌 釜 6-12 ”CSTR 模型 


1) CSTR 基本 特征 : CSTR 的 特点 为 : 反应 器 内 以 及 出 口 物料 的 组 成 和 温度 等 参数 均匀 
一 致 ， 且 不 随时 间 、 空 间 而 变化 ; 各 物料 微 元 在 器 内 的 停留 时 间 不 尽 相 同 ， 存 在 停留 时 间 
分 布 。 
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在 实际 反应 器 中 ， 带 强烈 搅拌 的 连续 釜 式 反应 器 内 物料 的 流 况 就 近似 于 这 种 流动 模型 。 
此 外 ， 沸 腾 床 中 的 固 相 颗 粒 运动 ， 长 径 比 较 大 的 鼓 泡 塔 中 的 液 相 流动 ， 大 循环 量 的 连续 反应 
器 的 流体 流动 等 ， 也 都 趋 近 于 这 种 流动 模型 。 

假定 CSTR 中 进行 等 温 均 相反 应 ， 反 应 器 有 效 体积 恒定 不 变 ， 其 基本 设计 方程 为 : 流入 
速率 = 流出 速率 + 反应 消耗 速率 + 积累 量 。 

对 底 物 $ 的 物料 衡 算式 为 

cC. 
可 出 (6-19) 
式 中 : VW 为 进 料 流量 ; cs 、es 为 进 、 出 反应 器 物料 的 底 物 浓度 ; Vi 为 反应 器 有 效 体 积 。 


在 连续 稳定 态 时 ， =0， 由 上 式 可 得 ; 


Vocs, = Vocs + rsVr + 


是 至 上 = 了 一 (6-20) 
式 中 , ru 为 CSTR 的 空 时 ， 等 于 物料 在 反应 名 中 的 平均 停留 时 间 ， So 是 空 时 的 倒数 ， 也 称 为 
空 速 (s"!)， 可 用 以 表示 单位 反应 器 体积 的 物料 处 理 能 力 。 

2) CSTR 的 停留 时 间 分 布 : 理想 混合 的 假定 是 反应 物料 以 恒定 速率 进入 反应 器 ， 新 鲜 
粒子 与 存留 在 反应 器 内 的 粒子 能 在 瞬间 达到 完全 混合 ， 反 应 器 内 各 处 流体 性 质 相 同 ， 且 与 反 
应 器 出 口 流体 性 质 相 同 。 反 应 器 内 各 处 浓度 是 相同 的 ， 但 粒子 在 器 内 的 停留 时 间 是 不 同 的 ， 
出 口 粒子 的 停留 时 间 存 在 最 宽 的 分 布 。 以 下 以 阶 跃 注 入 法 讨论 全 混流 的 流 型 。 

在 时 间 d 内 ， 加 料 中 示 踪 剂 浓度 为 c。， 物料 流量 为 r， 则 加 入 设备 的 示 踪 剂量 为 
coFdt 。 出 口 处 示 踪 剂 浓度 为 c， 示 踪 剂 总 量 为 crd: ， 此 时 设备 内 示 踪 剂 浓度 变化 为 dlc。 累 
积 为 Vidc 。 对 设备 做 示 踪 剂 的 物料 衡 算 : 


de 


di 
式 中 ; 1<0 时 , c=0;1 一 % 时 ,c 一 co。。 按 此 初始 条 件 对 上 式 进行 积分 ,得 到 停留 时 间 分 布 


= A 三 于 (am =0) (6-21) 


PO E0700 = (6-22) 

或 F(0) =1-e™ (6-23) 
对 上 式 求 导 可 得 : 

E(t) = Te (6-24) 

E(0) =e™® (6-25) 


按 此 式 计算 的 曲线 如 图 6-10 CPFR 的 虚线 。 由 式 (6-21) 可 知 , 当 F(1) = 1 时 ,ee = 
0,， 即 :一 o 。 因 此 , 图 6-10 中 (1) = !1 为 此 虚线 的 渐 近 线 。 这 意味 着 少量 粒子 在 器 内 停留 
时 间 很 长 。 当 9 = 1 时， 由 式 (6-22) 可 知 F(1) = 1 -e- =0.632 。 表 明 设备 内 有 63. 2% 
的 示 踪 剂 停 留 时 间 小 于 平均 停留 时 间 。 


6.2.2 非 理 想 反 应 器 的 流动 模型 


如 前 所 述 ， 在 理想 流动 状况 下 ， 流 体 完 全 无 返 混 或 完全 返 混 ， 而 实际 反应 器 中 流体 的 返 
混 情 况 介 于 两 者 之 间 。 实 际 反 应 器 中 流动 状况 偏离 理想 流动 的 原因 有 : 存在 沾 流 区 。 洲 流 
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区 指 反 应 器 中 流体 流动 极 慢 以 至 于 几乎 不 流动 的 区 域 ， 因 此 又 称 为 死 区 。 沸 流 区 的 存在 使 得 
一 部 分 流体 的 停留 时 间 极 长 ， 其 停留 时 间 分 布 密度 函数 E(t) 曲线 拖 尾 很 长 。 滞 流 区 主要 产 
生 于 设备 死角 中 ， 如 设备 两 端 、 挡 板 与 设备 交接 处 等 。@) 存 在 沟 流 与 短路 。 对 某 些 反应 器 ， 
例如 以 固定 化 酶 为 催化 剂 的 填充 床 反应 器 ， 由 于 固定 化 酶 颗粒 装填 不 匀 ， 从 而 造成 一 低 阻力 
通道 ， 使 得 部 分 流体 快速 地 从 此 通道 流 过 ， 从 而 形成 沟 流 。 短 路 也 会 造成 流体 在 设备 内 的 停 
留 时 间 极 短 。 存 在 沟 流 和 短路 时 ， 反 应 器 的 停留 时 间 分 布 密度 函数 已 (:) 曲线 一 般 存 在 双 
峰 ， 第 一 个 峰 即 为 沟 流 或 短路 造成 的 。 并 且 ， 实 测 的 停留 时 间 分 布 所 计算 出 的 平均 停留 时 间 
要 小 于 时 间 参 数 ， 而 在 无 沟 流 或 短路 、 有 混流 区 时 ， 则 会 出 现 相反 情况 。@ 存 在 循环 流 。 鼓 
泡 塔 、 机 械 搅 拌 反应 器 和 硫化 床 内 都 有 可 能 存在 流体 的 循环 运动 ， 尤 其 是 在 一 些 新 型 反应 器 
内 设置 的 导 流 措施 在 强化 传 质 的 同时 也 强化 了 流体 的 循环 流动 。 存 在 循环 流 时 ， 停 留 时 间 分 布 
曲线 出 现 多 峰 现 象 。 此 外 ， 造 成 非 流动 的 原因 还 有 : 由 于 流体 流速 分 布 不 均匀 造成 流体 在 反应 
器 内 的 停留 时 间 有 长 有 短 ; 由 于 分 子 扩散 及 涡流 扩散 的 存在 而 造成 流体 粒子 之 间 的 混合 ， 从 而 
使 停留 时 间 分 布 偏离 理想 流动 (图 6-13 ) 。 


E(D) UY /人 
0 (d) 


图 6-13 几 种 非 理想 流动 的 停留 时 间 分 布 曲线 
(a) 潮流 ; (b) 沟 流 ; (e) 短路 ; (d) 循环 流 ; (e) 层 流 


以 上 不 符合 理想 流动 状况 的 流动 称 为 非 理 想 流 动 ， 一 般 无 法 对 其 过 程 进行 有 效 的 描述 ， 
只 能 根据 其 流动 状况 和 实测 的 停留 时 间 分 布 ， 借 助 于 对 理想 流动 模型 的 修正 ， 或 多 种 模型 的 
组 合 建立 非 理 想 流动 模型 进行 处 理 。 目 前 ， 非 理想 流动 的 模型 很 多 ， 以 下 介绍 凝集 流 模型 、 
轴 向 扩散 模型 、 槽 列 模型 和 组 合 模型 。 
1. 凝集 流 模型 ” 它 是 非 理想 流 模 型 之 一 ， 其 基本 假定 是 : 物料 在 反应 器 内 以 流体 元 形 
式 存在 ; 流体 元 各 自 以 不 同 的 停留 时 间 通 过 反应 器 ， 且 彼此 无 物质 交换 ; 每 个 流体 元 可 视 为 
一 个 小 间歇 反应 器 ， 各 流体 元 停留 时 间 不 相同 ， 与 各 小 间歇 反应 吉 在 不 同 反应 时 间 下 操作 类 
似 ; 出 口 流 的 参数 将 是 各 流体 元 中 参数 的 均值 。 
流体 元 是 指 流体 流动 的 最 小 独立 单元 ， 它 可 以 是 分 子 ， 也 可 以 是 分 子 集团 。 流 体 元 是 分 
子 的 情况 ， 即 流体 以 分 子 状 态 均 匀 分 散 于 系统 中 ， 这 种 流体 叫 分散 流 体 ， 也 叫 微观 流体 。 一 
般 均 相 气 体 属于 微观 流体 。 微 观 流体 的 流体 元 以 分 子 状态 相 混 合 ， 称 为 微观 混合 。 流 体 元 是 
分 子 集 团 ， 即 流体 的 分 子 聚 集成 微小 的 集团 存在 于 系统 之 中 ， 这 种 局 部 分 子 到 集成 团 的 现象 
叫 凝集 。 流 体 流动 的 最 小 单元 是 凝集 的 分 子 集团 ， 这 种 流体 叫 凝集 流体 ， 也 叫 宏观 流体 。 宏 
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观 流体 以 分 子 集团 的 状态 相 混合 ， he A 理论 ， 详 见 6. 3. 1 节 )。 

在 凝集 流 模型 中 ， 流 体 元 是 由 一 定量 的 分 子 组 成 的 ， 流 体 元 在 反应 器 内 与 其 他 流体 元 不 
发 生 质量 交换 ， 亦 即 成 为 一 个 小 的 问 是 反应 器 ， 而 问 是 反应 器 内 物料 反应 的 情况 是 可 以 计算 
的 。 出 口 流 中 物料 由 不 同 停留 时 间 的 流体 元 组 成 。 显 然 出 口 流 中 物料 的 平均 转化 率 是 各 凝集 
元 (流体 元 ) 中 物料 转化 率 的 平均 值 ， 即 : 


= 六 (停留 时 间 在 ! + di 之 间 流 体 元 达到 的 转化 率 ) 


x (停留 时 间 在 1 和 4 + di 之 间 流 体 元 的 分 率 ) 
式 中 的 加 和 ， 包 括 所 有 可 能 的 停留 时 间 。 
若 停 留 时 间 分 布 是 连续 函数 ， 可 写成 积分 形式 : 


= x(a) = | (Ed (6-26) 


此 式 即 是 凝集 流 模型 求解 反应 器 转化 率 的 计算 式 。 

2. 轴 向 扩散 模型 ”是 仿照 一 般 分 子 扩散 中 用 扩散 系数 来 表征 的 情况 ， 它 用 一 个 所 谓 的 
“有 效 扩散 系数 ”来 表征 一 维 返 混 情况 ， 也 就 是 认为 非 理想 流动 的 管 形 反应 器 中 物料 的 返 混 
是 由 于 其 流动 是 在 平 推 流 流动 的 同时 三 加 了 一 个 涡流 扩散 流动 所 造成 的 。 由 于 分 子 扩散 ， 涡 
流 扩 散 及 流速 分 布 的 不 均匀 等 原因 ， 造 成 系统 的 流动 状况 偏离 理想 流动 时 ， 可 用 轴 向 扩散 模 
型 来 模拟 。 这 个 模型 适用 于 偏离 平 推 流 较 小 的 非 理 想 流动 ， 主 要 用 于 消 流 流动 的 管 形 反应 
器 、 国 定 床 反应 器 和 塔 式 反应 器 。 

其 基本 假定 有 : 中 流体 沿 轴 向 有 参数 变化 ， 径 向 参数 均一 ; 四 流体 流动 主流 为 平 推 流 但 
释 加 一 逆向 涡流 扩散 ;@ 逆 向 涡流 扩散 遵循 Fick 定律 ， 且 在 整个 反应 器 内 轴 向 扩散 系数 
(用 符号 已 表示 ) 为 一 常数 。 

1) 模型 基础 方程 : 根据 上 述 假设 ， 可 建立 轴 向 扩散 模型 的 数学 方程 式 。 由 于 该 系统 为 
一 分 布 参数 系统 ， 选 取 一 微 元 体 做 示 踪 剂 的 平衡 。 基 础 方程 如 图 6-14 所 示 ， 流体 以 流速 
通过 管 形 反应 器 中 一 体积 单元 〈 该 体积 单元 为 管 截面 积 5, 及 长 度 dl 所 含 体积 )。 对 该 体积 
单元 进行 物料 稀 算 。 


uSica usi(ca+ Os dD) 
ol 
0 
ne dI=S,d/ 
Oca a Ch 
E25 SG + dD 
EL 


EF0 Hdl 
6-14 ” 轴 向 扩散 模型 物料 衡 算 示意 图 


进入 量 : 
主流 体 流入 量 : SiVoca 
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加 二 9 de 
逆向 扩散 进入 量 : (ws 
流出 量 : 
主流 体 流出 量 : Siu (ca + Ltal) 
道 向 扩散 流出 量 : ES, 
反应 消耗 量 : -rsS,dl 
积累 量 : “gg 
A 组 分 的 物料 稀 算 为 : 
输入 量 -输出 量 = 反应 消耗 量 + 积 累 量 
将 上 述 关系 代入 并 经 整理 后 得 ; 
gc i dca _ 
Ey 6 


式 (6-27) 为 轴 向 扩散 模型 的 基础 方程 。 

2) 轴 向 扩散 模型 的 停留 时 间 分 布 规律 : 轴 向 扩散 模型 的 基点 是 在 管 形 反应 器 中 流体 的 
流动 是 平 推 流 ， 再 亚 加 一 逆向 涡流 扩散 。 由 于 有 逆向 涡流 扩散 ， 故 流体 的 流动 属 非 理 想 流 
动 ， 对 该 反应 器 的 停留 时 间 分 布 规 律 的 测定 采用 阶 跃 注入 法 ， 示 踪 剂 不 参与 反应 ， 故 基础 方 
程 为 


A (6-28) 


解 此 方程 的 边界 条 件 将 根据 流体 流入 及 流出 反应 器 的 情况 不 同 可 分 为 开 - 开 式 、 闭 - 闭 
式 、 开 - 闭 式 及 闭 - 开 式 4 种 。 上 述 4 种 边界 条 件 中 第 一 个 字 是 指 物料 进入 反应 器 的 条 件 ， 
第 二 个 字 指 物料 流出 反应 器 的 条 件 。 

开 式 边 界 条 件 是 指 边界 处 或 测试 点 处 与 反应 器 内 流体 的 流动 形态 没有 突然 变化 ， 这 相当 
于 反应 吉 无 限 长 管 中 的 一 段 。 反 应 器 内 流动 特征 将 扩展 到 反应 器 进出 口 处 。 闭 式 边界 条 件 指 
边界 处 或 测试 点 处 与 反应 器 内 流体 流动 型 态 存在 突然 变化 ， 一 般 是 进口 管内 (或 出 口 管 外 ) 
流体 的 流 型 与 反应 器 内 流体 流 型 不 同 。 

开 - 开 式 边界 条 件 是 流体 在 进口 处 及 出 口 处 均 属 开 式 条 件 ， 如 图 6-15 (a) 所 示 ; 开 - 
闭 式 边界 条 件 是 流体 进口 处 属 开 式 条 件 ， 出 口 处 属 闭 式 条 件 ， 如 图 6-15 (b) 所 示 ; 闭 - 开 
式 边 界 条 件 是 流体 在 进口 处 属 闭 式 条 件 ， 出 口 处 属 开 式 条 件 ， 如 图 6-15 (ce) 所 示 ; 闭 - 闭 
式 边界 条 件 是 流体 在 进口 处 及 出 口 处 均 属 闭 式 条 件 ， 如 图 6-15 (d) 所 示 。 

3. 槽 列 模型 ”又 称 多 级 CSTR 串联 模型 。 该 模型 比较 简单 ， 任 何 动力 学 方程 均 可 应 
当 有 多 个 CSTR 反应 器 串联 时 ， 它 的 性 能 介 于 平 推 流 和 全 混流 之 间 ， ee 
多 ， 愈 接近 于 平 推 流 。 因 此 ， 可 以 用 个 串联 的 全 混流 模型 来 模拟 一 个 实际 的 反应 器 。N 
为 该 模型 的 参数 ，N = 1 时 为 全 混流 ，N = % 时 其 效果 与 CPFR 一 样 ， 流 型 接近 CPFR。AN 的 
取 值 不 同 ， 反映 了 实际 反应 器 的 不 同 返 混 程 度 ，WN 的 数值 由 其 停留 时 间 分 布 来 确定 。 为 此 首 
先 要 确定 多 级 CSTR 串联 时 的 停留 时 间 分 布 。 槽 列 模型 如 图 6-16 所 示 。 

1) 模 列 模型 的 基本 假设 : 叫 它 由 六 个 大 小 相等 容积 为 Vi 的 CSTR 串联 组 成 ; @ 从 一 个 
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梧 的 已 同 的 已 平 推 流 
相同 的 所 ~ 相同 的 a 
/NAN D2 A (NOAA 小 . 
人 人 AR 人 局: 
kw CS WA SR 
区 RB 和 时 
人 此 边界 条 件 林 改 变 流 型 此 边界 条 件 林 改 变 流 型 
a 
平 推 流 相同 的 平 推 流 平 推 流 
E=0 \ EA=0 EA=0 
py A 
A EE 
SAAC NI A AEN 
此 边界 条 件 未 改变 流 型 ”此 边界 条 件 未 改变 流 型 边界 条 件 未 改变 流 型 “ 
(9) (d) 


6-15 ” 轴 向 扩散 模型 边界 条 件 示 意图 


图 6-16 槽 列 模型 示意 图 


CSTR 到 下 一 个 CSTR 之 间 的 管道 内 物料 不 发 生 反 应 。 
2) 模型 的 计算 : 反应 器 中 基本 参数 如 图 6-16 所 示 ， 采 用 阶 跃 输入 法 测定 停留 时 间 分 布 
规律 ， 在 时 间 为 1 时 ,第 i 个 反应 器 的 示 踪 剂 物料 衡 算 为 


输入 量 = Vc,, ， 输出 量 = fj， 积累 量 = Vi 
则 : Ve — Ve, = Va de (6-29) 
» i-l1 i Ri dt 

若 每 个 CSTR 的 容积 为 内 ，N 个 CSTR 的 总 容积 为 VPR 。 

人 -2_ tt 

令 : 0 = [CE (6-30) 

Jo 

则 式 (6-28) 可 写成 : 第 + Ne; = Ne (6-31) 

用 此 方程 可 求 出 示 踪 剂 出 第 w 个 釜 时 的 浓度 ， 因 为 是 采用 阶 跃 输 入 法 测定 停留 时 间 分 
布 规律 ， 有: F(0) = 


0 


第 Y 个 容积 为 Wi 的 CSTR 串联 组 成 的 反应 器 的 停留 时 间 分 布 规律 为 
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i A I 十 
F(0) = = 1 -oxp( ~ NO) [1 + NO + 3 (NO) + 3(NO)? + + i 11 0) "| 
(6-32) 

下 _ 1 1 2 1 3 N-1 

E(0) = = Nexp( = NO) [1 + iN + (0) + NO) + ty 人 CO "| 

1 下 2 3 N-2 

= sa + NO +(NO)? +3CNO) + + TM) "| 

_ 1 CN-D _ (ND xp( _ 
= TNO) "Vexp( ~ NO) = Tr- Te exp(- Ng) (6-33) 
| oz(0)dg = | op( ~ Ne) do = 1 (6-34) 

办 = 厂 (e -DB(6)d8 = | 0E(0)d9 -0? 

人 (VD 1 _ 

= | 二 


NN 为 不 同 值 时 的 5(0) - 9 及 (0) -9 曲线 如 图 6-17 所 示 。 


lL 1.2 


0.8r 
0.8 
_0.6 
ST SS 
[= 志 0.6 
0.4 上 
0.4 
0.2 


0=L/ 太 
图 6-17 不 同 NN 值 时 的 (9) -9 和 有 (6) -9 曲线 


当 N=1l 时 ， 槽 列 模型 的 停留 时 间 分 布 函数 与 CSTR 相同 ， 当 NN 一 o 时 ， 覃 列 的 停留 时 
间 分 布 函数 与 CPFR 相同 ; 在 1<N < x 时， 槽 列 模型 的 停留 时 间 分 布 函 数 属 非 理想 流动 反 
应 器 。 

3) 槽 列 模型 的 应 用 : 多 个 CSTR 串联 操作 时 ， 当 你 数 由 1 个 增加 到 无 限 多 个 ， 其 停留 
时 间 分 布 规律 将 按 CSTR 一 非 理想 流动 反应 器 一 CPFR 的 停留 时 间 分 布 规律 变化 。 显 然 ， 如 
果 人 答 数 选择 恰当 ， 该 模型 的 停留 时 间 分 布 规律 可 以 与 任 一 个 非 理 想 流动 反应 器 的 停留 时 间 分 
布 规律 接近 ， 且 可 使 两 者 返 混 程 度 相 同 。 非 理想 流动 反应 器 的 出 口 转化 率 无 法 计算 ， 而 覃 列 
模型 的 出 口 转化 率 是 可 以 计算 出 来 的 。 既 然 两 者 返 混 程度 相同 ， 则 出 口 转化 率 也 应 大 致 相 
同 。 故 将 槽 列 模型 计算 出 的 出 口 转 化 率 视 为 与 它 有 相同 停留 时 间 分 布 规律 的 非 理 想 流 动 反应 
器 的 出 口 转化 率 ， 这 种 模型 与 实际 情况 之 间 的 相互 联系 称 等 效 关系 。 

现在 的 问题 是 某 一 非 理想 流动 反应 器 在 停留 时 间 分 布 规律 上 究 竞 与 多 少 个 等 串联 的 
CSTR 等 效 ? 从 槽 列 模型 的 特征 值 rc = 1/N ， 可 求 出 所 需 釜 数 ， 即 ; 
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eT (6-36) 


值得 注意 的 是 ， 槽 数 N 是 一 个 虚拟 的 值 ， 从 物理 意义 上 说 ，N 是 人 为 地 把 一 个 非 理想 
反应 器 想象 成 Y 个 CSTR 的 串联 ; 而 os 则 是 实验 测定 值 ， 是 上 述 非 理想 反应 器 停留 时 间 分 


布 规律 的 真实 表达 ,0o? 的 取 值 范围 为 0~1.N = 元 不 是 整 型 数 ， 而 是 一 个 实 型 数 。 壁 如 说 ， 


N=2. 07 意味 着 这 个 反应 器 的 停留 时 间 分 布 规律 与 2.07 个 全 混流 釜 囊 联 的 结果 相当 。 在 
EE (90)、F (0) 计算 中 出 现 的 2.071 可 以 通过 丁 也 数 递 推 公式 求 得 。 

4. 组 合 模型 ”对 于 许多 实际 反应 器 ， 上 述 模 型 有 时 还 不 能 令 人 满意 地 表达 其 流动 状况 ， 
为 此 ， 提 出 多 参数 的 种 种 组 合 模型 。 它 是 把 真实 反应 器 内 的 流动 状况 设想 为 若干 种 简单 模型 
的 组 合 ， 壁 如 由 平 推 流 、 全 混流 、 死 区 、 短 路 和 循环 流 等 组 合 而 成 ， 有 的 还 加 上 错 流 、 时 间 
滞后 等 因素 构成 多 种 模型 。 由 于 组 合 模型 中 各 单独 部 分 的 时 间 分 布 函数 有 (Ci) 和 (1) 均 已 
知 ， 因 此 各 组 合 模 型 的 有 关 函 数 亦 可 推导 出 来 。 例 如 机 械 搅拌 反应 器 ， 对 体积 较 大 的 工业 规 
模 反 应 器 ， 反 应 器 内 液体 流动 状况 肯定 是 要 偏离 完全 混合 流动 ， 因 此 必须 考虑 不 完全 混合 的 
因素 。 

Cholette 考虑 了 对 理想 连续 搅拌 反应 器 偏离 的 可 能 性 ， 存在 反应 物料 不 与 反应 器 内 物料 
相 混合 的 短路 流 ; 另外 ， 反 应 器 内 有 和 死 区 存在 。 这 些 都 是 对 反应 无 用 的 区 域 。 剩 余 的 反应 体 
积 内 的 物料 则 为 全 混流 。 这 样 建立 的 模型 包括 3 个 参数 ， 即 短路 流量 与 总 流量 之 比 、 反 应 器 
中 的 死 区 和 全 混流 区 体积 ， 因 此 组 合 模型 又 称 为 多 参数 模型 或 结构 模型 (图 6-18 ) 。 同 样 可 
根据 示 踪 剂 的 物料 平衡 求 出 其 停留 时 间 分 布 。 

F(t) = A[ - op(- 到 + 匡 (6-37) 

对 上 式 取 对 数 ， 通 过 作 图 可 估算 出 V, 和 Vs 值 ， 这 样 即 可 确定 各 部 分 体积 和 流量 值 。 


0 


图 6-18 考虑 死 区 和 短路 的 组 合 模型 
而 为 总 流量 ,Vs 为 进入 反应 器 进行 全 混流 的 流量 ，Vs 为 短路 流量 ， 
Ve 为 全 混流 区 体积 ，Vas 为 死 区 体积 


5. 模型 法 进行 均 相反 应 过 程 计 算 小 结 在 生物 反应 过 程 计算 中 ， 由 于 过 程 复 杂 ， 很 难 
直接 取得 定量 计算 结果 。 通 常 采 用 近似 解法 ， 目 前 最 常用 的 方法 是 模型 法 。 用 模型 法 解决 生 
物 反应 工程 问题 的 出 发 点 是 : 尽管 在 反应 器 内 物料 同时 存在 生物 反应 过 程 和 传递 过 程 ， 但 生 
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物 反应 过 程 有 其 自身 的 规律 ， 并 不 会 因 存 在 传递 过 程 而 有 所 改变 。 同 样 ， 传 递 过 程 的 规律 也 
不 因 生 物 反应 的 存在 而 改变 。 但 两 者 在 反应 器 内 并 不 是 完全 独立 的 。 例 如 ， 由 于 传递 过 程 的 
存在 ,使 物料 在 反应 器 内 各 处 参数 (如 温度 及 物料 组 成 ) 不 同 ,不 同 的 参数 值 虽 不 会 影响 
生物 反应 动力 学 方程 本 身 ， 但 不 同 参数 在 同一 动力 学 方程 中 得 到 的 生物 反应 速率 值 是 不 同 
的 。 同 样 ， 生 物 反应 的 存在 将 改变 物料 的 温度 和 浓度 分 布 ， 进 而 使 传递 速率 值 不 同 。 也 就 是 
说 ， 生 物 反 应 的 存在 改变 不 了 传递 速率 方程 ， 传 递 过 程 的 存在 也 不 会 改变 生物 反应 动力 学 方 
程 。 只 有 这 样 才 有 可 能 将 反应 器 内 的 生物 反应 过 程 与 传递 过 程 分 别 独立 地 加 以 研究 ， 然 后 根 
据 反应 器 内 物料 及 其 流动 特性 加 以 综合 考虑 ， 获 得 所 需要 的 定量 结果 。 

用 模型 法 解决 生化 反应 工程 问题 的 步骤 如 下 。 

(1) 小 试 研究 生物 反应 规律 : 基于 生物 反应 不 受 传递 过 程 影响 ， 由 于 反应 规律 是 独立 
的 ， 即 无 论 采 用 何 种 类 型 反应 器 ， 其 生物 反应 规律 不 变 ， 因 此 可 以 在 选择 反应 器 类 型 之 前 先 
加 以 测定 。 在 测定 生物 反应 规律 时 选用 的 反应 器 最 好 是 传递 规律 简单 、 在 取样 分 析 其 组 成 时 
不 会 对 过 程 有 影响 、 用 较 少 的 实验 便 能 获得 所 需 结 果 的 反应 器 ， re dat 
分 搅拌 的 槽 式 反应 器 。 在 小 试 中 要 根据 原料 组 成 和 反应 一 定时 间 后 产品 的 组 成 用 反应 计量 
来 确定 反应 类 型 ， 同 时 推演 出 各 反应 的 动力 学 方程 。 这 将 为 合理 选择 反应 器 类型 及 定量 计算 
反应 需 的 大 小 黄 定 基础 。 

(2) 根据 生物 反应 规律 合理 选择 反应 器 类 型 : 根据 生物 反应 规律 即 其 反应 类 型 以 及 各 
个 反应 的 动力 学 方程 〈 活 化 能 及 反应 级 数 的 数值 ) 便 可 以 初步 确定 反应 器 的 类 型 。 

(3) 大 型 冷 模 试 验 研 究 传递 过 程 规律 : 冷 模 试 验 的 反应 器 可 以 是 最 终 反 应 器 ， 也 可 
以 是 能 代表 最 终 反应 器 传递 特性 的 基本 单元 。 由 于 只 测定 其 传递 特性 ， 冷 模 试验 并 不 需 
要 反应 过 程 存在 ， 因 此 不 一 定 选择 反应 物料 作 工 况 介 质 ， 冷 模 试 验 的 工 况 介 质 可 以 选用 
价 廉 、 易 得 、 性 能 良好 的 物料 ( 如 无 毒 、 不 燃 等 ) 作 工 况 介 质 ， 如 液体 可 取水 而 气体 取 
空气 。 

在 均 相 反应 系统 中 传递 特性 基本 上 可 用 物料 在 反应 器 内 停留 时 间 分 布 规律 来 归纳 。 反 应 
器 内 物料 的 停留 时 间 分 布 规律 测定 及 计算 在 前 面 已 做 了 详细 介绍 。 

(4) 利用 计算 机 或 其 他 手段 综合 反应 规律 和 传递 规律 ， 预 测 大 型 反应 器 性 能 ， 寻 找 优 
化 条 件 : 均 相 反应 器 中 物料 的 流动 特性 大 体 可 分 为 理想 流动 (无 返 混 的 平 推 流 和 充分 返 混 
的 全 混流 ) 和 非 理想 流动 。 对 于 非 理想 流动 需要 选择 适合 的 流动 模型 来 进行 模拟 。 

(5) 热 模 试验 检验 模型 的 等 效 性 ， 在 最 终 选 定 的 反应 器 内 (或 与 冷 模 试 验 相 同 的 基本 
单元 内 ) 按 实际 操作 条 件 进 行 操作 ， 将 实验 取得 的 数据 与 步骤 (4) 计算 结果 相 比 较 。 若 两 
者 吻合 较 好 ， 说 明 上 述 计算 正 确 。 若 实验 值 与 计算 值 相 差 较 大 ， 说 明 步 又 (4) 选 定 的 模型 
不 合适 ， 需 另行 选择 ， 直 到 两 者 较为 吻合 为 止 。 

用 模型 法 解决 生物 反应 工程 问题 只 是 得 出 近似 解 ， 因 为 模型 与 实际 情况 之 间 存 在 差异 ， 
使 模型 计算 的 结果 与 实际 情况 结果 不 完全 相同 ， 因 此 要 用 热 模 试验 加 以 验证 。 此 外 ， 对 某 一 
问题 可 能 有 多 个 模型 可 被 选用 ， 例 如 非 理 想 流 的 计算 有 凝集 流 模型 、 槽 列 模型 、 轴 向 扩散 模 
型 等 ， 对 同一 实际 情况 用 不 同 模型 计算 结果 存在 差异 ， 有 的 差异 很 大 ， 故 合理 选择 模型 也 是 
至 关 重 要 的 。 
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6.3 ”生物 反应 器 中 的 搅拌 与 混合 


6. 3.1 混合 的 基本 理论 


1. 调匀 度 ” 设 有 A、B 两 种 液体 ， 各 取 体 积 内 及 Vs 置 于 同一 容器 中 ，A 与 B 不 发 生 

化 学 反应 ， 忽 略 两 种 液体 互 溶 造 成 的 体积 变化 ， 则 容器 内 液体 A 的 平均 体积 分 数 为 
Va 

m+ 

经 过 一 定时 间 的 搅拌 ， 在 容器 中 各 处 取样 分 析 。 若 各 处 样品 的 分 析 结 果 一 致 ， 皆 等 于 
FA ， 表 明 已 搅拌 均匀 ， 若 分 析 结 果 不 一 致 ， 则 表明 尚未 搅拌 均匀 。 样 品 的 体积 分 数 与 平 
均 体 积分 率 ,偏离 越 大 ， 均 匀 度 越 差 。 引 入 调匀 度 的 概念 来 表示 样品 与 均匀 状态 的 偏离 程 
度 。 定 义 某 一 样品 的 调匀 度 了 为 


F (6-38) 


1 = 2 (6-39) 
Fa, 


显然 ， 调 匀 度 1>=1>=0。 

若 对 全 部 样品 的 调匀 度 取 平 均值 ， 可 得 平均 调匀 度 。 平 均 调 匀 度 可 用 以 度量 流体 的 混合 
效果 ， 即 均匀 程度 。 当 混合 均匀 时 ， 平 均 调匀 度 为 1。 

但 单 任 调匀 度 并 不 足以 说 明 物 料 的 实际 混合 程度 。 例 如 ， 设 有 A、B 两 种 液体 通过 搅拌 
达到 如 图 6-19 所 示 的 两 种 状态 。 在 两 种 状态 下 ， 液 体 A 都 已 成 微 团 均匀 分 布 于 另 一 种 液体 
B 中 ， 但 液体 微 团 的 尺寸 却 相差 很 大 。 如 果 取 样 体积 大 于 微 团 尺寸 ， 每 一 样品 皆 包 含 众多 的 
微 团 ， 则 两 种 状态 的 分 析 结 果 将 相同 ,平均 调匀 度 都 应 接近 于 1。 但是， 如果 样 品 体积 小 到 
与 图 6-19 两 种 微 团 的 均匀 状态 (b) 中 的 微 团 尺寸 相近 ， 则 图 6-19 两 种 微 团 的 均匀 状态 
(b) 所 示 状 态 的 平均 调匀 度 将 明显 下 降 ， 而 图 6-19 两 种 微 团 的 均匀 状态 (a) 所 示 状 态 的 调 
匀 度 仍 可 保持 不 变 。 即 同一 个 混合 状态 的 调匀 度 是 随 所 取样 品 的 尺寸 而 变 的 ， 说 明 单 赁 调匀 
度 不 能 反映 混合 物 的 状态 。 


6-19 ”两 种 微 团 的 均匀 状态 


对 图 6-19 两 种 微 团 的 均匀 状态 所 示 的 两 种 状态 ， 从 设备 尺度 上 来 考察 ， 两 者 都 是 混合 
9 人 匀 的 ， 这 样 的 状态 称 为 宏观 的 均匀 。 当 考察 尺度 小 时 ， 如 在 微 团 尺 度 上 ， 则 两 者 具有 不 同 
的 调匀 度 。 如 从 分 子 尺度 上 考察 ， 两 者 都 是 不 均匀 的 。 只 有 微 团 消失 ， 才 称 得 上 分 子 尺 度 的 
匀 或 微观 的 均匀 。 
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对 于 互 溶液 体 ， 搅 拌 越剧 烈 ， 液 体 微 团 尺 寸 越 小 ， 可 在 更 小 的 尺度 上 达到 混合 均匀 。 当 
液体 微 团 消失 时 ， 可 达到 分 子 尺 度 上 的 均匀 。 对 于 不 互 溶液 体 ， 无 论 搅 拌 如 何 强烈 ， 也 只 能 
将 其 中 一 种 液体 破碎 成 细小 液 滴 ， 不 可 能 达到 分 子 尺 度 上 的 均匀 。 液 体 搅拌 得 越剧 烈 ， 液 滴 
尺寸 越 小 ， 分 散 程 度 越 高 。 至 于 液 固 系统 ， 通 过 搅拌 只 能 期 望 达 到 某 种 宏观 上 的 均匀 。 因 为 
再 强烈 的 搅拌 ， 也 无 力 改变 固体 颗粒 的 尺寸 。 

2. 混合 机 制 

1) 大 尺度 的 混合 机 制 : 将 两 种 不 同 的 液体 置 于 搅拌 参 中 ， 启 动 搅拌 器 ， 允 中 形成 一 个 
循环 流动 ， 称 为 总 体 流动 。 在 总 体 流动 的 作用 下 ， 其 中 一 种 流体 被 分 散 成 一 定 尺 寸 的 液 团 并 
由 总 体 流动 带 至 容 姻 各 人 处， 造成 大 尺度 上 的 均匀 混合 。 大 尺度 的 均匀 混合 并 不 关注 液 团 的 尺 
寸 ， 重要 的 是 将 产生 的 液 团 分 布 到 容器 的 每 一 个 角度 。 这 就 要 求 搅拌 器 能 够 产生 强大 的 总 体 
流动 ， 同 时 在 搅拌 钨 内 尽量 消除 流动 达 不 到 的 死 区 。 总 体 流动 的 流 型 相当 复杂 ， 不 同形 式 的 
搅拌 器 各 不 相同 。 最 典型 的 螺旋 桨 式 搅拌 融和 涡轮 式 搅拌 器 所 形成 的 流 型 结构 分 别 如 图 6-20 
(a) 和 (b) 所 示 。 与 涡轮 式 搅 拌 器 相 比 ， 螺 旋 桨 式 搅 拌 器 可 提供 更 大 的 流量 ， 特 别 适 用 于 
要 求 大 尺度 混合 均匀 的 搅拌 。 


HD 由 


(a) (b) 


6-20 ”两 种 搅拌 器 的 流 型 
(a) 螺旋 桨 式 搅拌 器 ;(b) 涡轮 式 搅拌 器 


2) 小 尺度 的 混合 机 制 

(1) 互 溶液 体 的 混合 机 制 : 总 体 流 动 可 将 混合 液体 中 的 一 种 液体 破碎 成 较 大 的 液 团 ， 
并 同时 将 这 些 液 团 夹带 至 容器 各 处 ， 造 成 宏观 上 的 均匀 。 但 单 靠 总 体 流动 不 足以 将 液 团 破碎 
到 很 小 尺寸 。 尺 寸 很 小 的 液 团 是 由 总 体 流动 中 的 淇 动 造成 的 ， 满 流 可 看 成 是 由 平均 流动 与 大 
量 不 同 尺寸 、 不 同 强度 的 旋涡 运动 琶 加 而 成 。 总 体 流动 中 高 速 旋转 的 旋涡 与 液体 微 团 之 间 会 
产生 很 大 的 相对 运动 和 剪 切 应 力 ， 液 团 正 是 在 这 种 剪 切 应 力 的 作用 下 被 破碎 得 更 加 细小 。 

不 同 尺 寸 和 不 同 强度 的 旋涡 对 液 团 有 不 同 的 破碎 作用 。 旋 涡 尺 寸 越 小 ， 破 碎 作 用 越 大 ， 
所 产生 的 液 团 也 越 小 。 大 尺度 的 旋涡 只 能 产生 较 大 尺寸 的 液 团 ， 因 为 尺寸 较 小 的 液 团 将 被 大 
旋涡 卷 人 与 其 一 起 旋转 而 不 被 破碎 。 

旋涡 的 尺寸 和 强度 取决 于 总 体 流动 的 江 动 程度 。 总 体 流 动 的 满 动 程度 越 高 ， 旋 涡 的 尺寸 
越 小 ， 强 度 越 高 ， 数 量 越 多 。 因 此 ， 为 达到 更 小 尺度 上 的 均匀 混合 ， 除 选用 适当 型 号 的 搅拌 
右 外 ， 还 可 以 采用 其 他 措施 促进 总 体 流动 的 湛 动 。 

液体 的 破碎 并 非 搅拌 器 直接 打击 的 结果 。 搅 拌 器 的 作用 ， 只 是 向 液体 提供 能 量 ， 造 成 高 
度 注 动 的 总 体 流动 。 液 体 的 破碎 不 是 发 生 在 搅拌 器 的 桨 叶 上 ， 而 主要 发 生 在 搅拌 釜 内 高 度 注 
动 的 流 区 里 。 
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液体 微 团 的 大 小 ， 取 决 于 旋涡 尺寸 。 在 通常 的 搅拌 条 件 下 ， 微 团 的 最 小 尺寸 为 几 十 微 
米 。 因 此 ， 单 赁 机 械 搅拌 是 不 可 能 达到 分 子 尺度 的 均匀 的 。 微 团 的 最 终 消 失 ， 只 能 靠 分 子 扩 
散 。 显 然 这 已 不 属于 搅拌 的 范畴 。 但 是 搅拌 可 以 减 小 微 团 的 尺寸 ， 使 达到 分 子 均匀 所 需 的 扩 
散 时 间 大 大 缩短 。 

(2) 不 互 溶液 体 的 混合 机 制 : 两 种 不 互 溶液 体 搅拌 时 ， 其 中 必 有 一 种 液体 被 破碎 成 液 
滴 ， 称 为 分 散 相 ; 而 男 一 种 液体 称 为 连续 相 。 

为 达到 更 小 尺度 的 均匀 混合 ， 必 须 尽 可 能 减 小 液 滴 尺 寸 。 同 样 ， 总 体 流动 只 能 产生 较 大 
的 液 滴 。 当 液 滴 小 到 一 定 程度 ， 总 体 流动 对 液 滴 的 进一步 破碎 已 无 能 为 力 ， 而 只 能 依靠 洪流 
脉动 。 液 滴 是 一 个 具有 明显 界面 的 液 团 。 界 面 张力 力图 使 液 滴 的 表面 面积 最 小 ， 抵 抗 任何 变 
形 和 破碎 。 因 此 ， 对 液体 搅拌 而 言 ， 界 面 张力 是 过 程 的 抗力 。 为 使 液 滴 破 碎 ， 首 先 必须 克服 
界面 张力 ， 使 液 滴 变形 。 

当 总 体 流动 处 于 高 度 滑动 状态 时 ， 存 在 着 方向 迅速 变换 的 清流 脉动 ， 液 滴 不 能 跟随 这 种 
脉动 而 产生 相对 速度 很 大 的 绕 流 运动 。 这 种 绕 流 运动 ， 沿 着 流 滴 表面 产生 不 均匀 的 压强 分 布 
交 灾 尖 葛 机 应 放 。 正 是 过 各 不 的 纪 的 丰 避 六 和 昌 抽 和 记 为 站 流 渍 示 订 天 站 和 以 本 
的 消 动 程度 越 高 ， 消 流 脉 动 对 液 滴 绕 流 的 相对 速度 越 大 ， 产 生 的 液 滴 尺 十 越 小 。 

(3) 液 滴 大 小 的 分 布 : 液 滴 尺 才 的 大 小 决定 于 总 体 流动 的 消 动 程度 。 对 一 定 的 搅拌 过 
程 ， 总 体 流动 的 满 动 程度 一 定 ， 可 能 达到 的 最 小 液 滴 尺 寸 亦 随 之 而 定 。 由 此 看 来 ， 似 乎 只 要 
有 足够 的 搅拌 时 间 ， 搅 拌 铭 内 的 液 滴 都 应 该 具有 相同 的 直径 。 实 际 上 并 不 是 如 此 。 这 是 因为 
液体 搅拌 时 ， 不仅 存在 大 液 滴 的 破碎 过 程 ， 同 时 也 存在 小 液 滴 相互 碰撞 而 聚 并 的 过 程 。 破 碎 
和 聚 并 过 程 同 时 发 生 ， 必 然 导致 液 滴 尺 寸 的 不 均匀 分 布 ， 其 中 大 液 滴 是 由 小 液 滴 案 并 而 成 ， 
小 液 滴 则 是 大 液 滴 破碎 的 结果 。 实 际 的 液 滴 尺寸 分 布 决定 于 破碎 和 聚 并 过 程 之 间 的 平衡 。 

此 外 ， 在 搅拌 侈 内 各 处 流体 滑动 程度 不 均 也 是 造成 液 滴 尺 十分 布 不 均匀 的 主要 因素 。 在 
叶片 的 区 域内 流体 满 动 程度 较 高 ， 液 滴 破 碎 速 率 大 于 聚 并 速率 ， 液 滴 尺 寸 较 小 ; 在 远离 叶片 
的 区 域内 流体 滑动 程度 较 低 ， 液 滴 聚 并 速率 大 于 破碎 速率 ， 液 滴 尺 寸 变 大 。 

在 实际 过 程 中 ， 如 果 和 希望 液 消 尺 寸 分 布 宽 一 些 ， 则 应 使 流体 在 设备 内 的 滑动 程度 分 布 不 
均 ， 在 某 一 区 域 造 成 对 液 滴 破碎 的 有 利 条 件 ， 在 另 一 区 域 造成 对 液 滴 聚 并 的 有 利 条 件 。 

如 果 希 望 液 滴 大 小 均一 ， 可 针对 上 述 导 致 液 滴 分 布 不 均匀 的 原因 采取 如 下 措施 ,尽量 使 
流体 在 设备 内 的 注 动 程度 分 布 均匀 ; 在 混合 液 中 加 入 少量 的 保护 胶 或 表面 活性 物质 ， 使 液 滴 
在 碰撞 时 难以 聚 并 ,许多 高 分 子 单 体 溶液 的 上 甚 浮 聚 并 过 程 ， 就 是 采用 这 种 方法 获得 大 小 均匀 
的 聚合 物 颗粒 。 


6. 3.2 ”宏观 流体 与 微观 流体 


人 们 习惯 把 具有 不 同 停留 时 间 的 物料 颗粒 之 间 的 混合 称 为 返 混 ， 也 有 人 将 这 种 混合 称 为 
宏观 混合 。 它 用 停留 时 间 分 布 来 表征 。 同 时 ， 还 有 另外 一 种 混合 ， 用 于 描述 物料 在 反应 器 内 
流动 时 的 聚集 状态 ， 这 种 混合 又 称 为 微观 混合 。 

流动 的 物料 根据 其 性 质 而 形成 某 种 特殊 的 聚集 状态 。 此 状态 有 两 个 极端 ， 分 别称 为 宏观 
流体 和 微观 流体 。 所 谓 宏观 流体 ， 指 流体 中 分 子 聚 集成 团 块 流体 ， 这 些 流体 粒子 之 间 不 发 生 
任何 物质 交换 ， 各 个 粒子 都 是 孤立 的 、 各 不 相干 的 ， 它 们 之 间 不 会 产生 混合 。 这 种 状态 又 称 
为 完全 离 析 的 状态 。 在 实际 流动 中 ， 不 聚 并 的 液 滴 、 固 体 粒 子 及 其 非常 稠 的 液体 等 均 可 看 作 
是 宏观 流体 。 所 谓 微观 流体 ， 指 流体 中 的 分 子 不 与 邻近 的 分 子 附 着 而 独立 流动 ， 此 时 物料 粒 

195 


生物 反应 工程 原理 


子 之 间 所 发 生 的 混合 是 在 分 子 尺度 上 进行 的 。 如 果 反 应 器 中 完全 不 存在 宏观 流体 时 ， 称 此 状 
态 为 微观 混合 达到 最 大 ， 或 称 最 大 微观 混合 。 这 说 明 这 种 微观 混合 有 两 种 极端 状况 : 一 种 是 
不 存在 微观 混合 ， 完 全 离 析 ， 相 应 流体 称 为 宏观 流体 ; 另 一 种 是 完全 不 存在 离 析 ， 达 到 最 大 
微观 混合 ， 相 应 的 流体 称 为 微观 流体 。 介 于 上 述 两 者 之 间 的 称 为 部 分 离 析 或 不 完全 微观 混 
合 ， 即 两 者 并 存 于 体系 之 中 。 

对 于 多 相 体 系 ， 固 相 物 料 均 表 现 为 宏观 流体 ， 而 气体 与 液体 则 根据 其 接触 方式 可 以 是 宏 
观 流体 ， 也 可 以 是 微观 流体 。 在 喷射 反应 器 中 ， 液 滴 分 散在 气体 中 ， 则 气体 为 微观 流体 而 液 
体 为 宏观 流体 。 

对 于 某 一 反应 体系 ， 介 于 宏观 流体 和 微观 流体 之 间 ， 混 合作 用 的 影响 取决 于 反应 特征 时 
间 4 与 流体 中 邻近 微 元 体 相 互 混合 的 特征 时 间 4, 之 比值 。 当 反应 速率 较 慢 时 ， 即 4, 远大 于 
如， 则 按 微观 流体 处 理 可 以 达到 较 好 的 近似 ; 当 反应 速率 非常 快 时 ， 即 去 远 小 于 1, ， 则 处 理 
比较 复杂 。 

对 于 宏观 流体 ， 由 于 流体 粒子 之 间 不 存在 任何 形式 的 物质 交换 ， 流 体 粒子 就 像 一 个 有 边 
界 的 个 体 ， 从 反应 器 的 进口 向 出 口 运 动 ， 也 就 像 一 个 小 间歇 反应 器 一 样 进行 反应 ， 其 反应 程 
度 取决 于 该 粒子 在 反应 器 内 的 停留 时 间 。 

假定 进口 流体 中 底 物 浓度 为 cs。， 当 反应 时 间 为 :时 ， 其 浓度 为 cs(1)。 根 据 停留 时 间 分 
布 可 知 ， 停 留 时 间 在 1~t+ dt 间 的 流体 粒子 所 占 的 分 布 为 E(1) dt:， 则 该 部 分 流体 对 反应 器 
出 口 流体 中 底 物 的 浓度 cs 的 贡献 应 为 cs(1) E(1) di, 将 所 有 这 些 粒子 的 贡献 相 加 ， 即 得 到 
反应 器 出 口 处 底 物 的 平均 浓度 cs ， 即 


= | ‘(EC (6-40) 


这 里 用 cs 表示 底 物 出 口 浓度 的 平均 值 ， 是 由 于 不 同 停留 时 间 的 流体 粒子 其 出 口 cs(1) 
值 是 不 同 的 ， 而 反应 器 出 口 浓度 实质 上 是 一 平均 值 。 式 中 cs(1) 是 底 物 浓度 随时 间 1 变化 的 
关系 式 ， 即 为 动力 学 方程 式 ， 也 就 是 底 物 在 间 鞭 操作 的 反应 器 内 所 表现 的 动力 学 行为 。 因 
此 ， 只 要 知道 反应 的 动力 学 方程 和 其 停留 时 间 分 布 ， 便 可 预测 反应 的 结果 。 这 也 是 一 种 描述 
非 理想 流动 的 模型 ， 称 为 停留 时 间 分 布 模型 。 若 以 底 物 转化 率 表示 可 写 为 


Bs | c(t) ECi)d (641) 


混合 状态 的 不 同 ， 将 对 反应 产生 不 同 的 影响 。 设 浓度 分 别 为 cs 和 cs, 而 体积 相等 的 两 个 
流体 粒子 ， 在 其 中 进行 n 级 不 可 逆反 应 。 如 果 这 两 个 粒子 是 完全 离 析 的 ， 则 其 各 自 的 反应 速 
率 应 为 rm =hcs, "及 rs, =h.cs,”， 其 平均 反应 速率 则 为 

je rs, k, 本 cs,) (6.42) 

假设 这 两 个 粒子 之 间 存 在 微观 混合 ， 且 混合 程度 达到 最 大 ， 则 混合 后 的 底 物 浓度 为 

(cs +cs,)/2， 此 时 平均 反应 速率 应 为 
re’ = hk[ (cs + es )/2]" (6-43) 

这 说 明了 微观 混合 程度 不 同 将 会 对 化 学 反应 的 速率 产生 影响 ， 完 全 离 析 时 的 平均 反应 速 
率 为  ， 而 微观 混合 为 最 大 时 则 为 羔 "， 两 者 就 大 ， 与 郊 值 有 关 。 对 于 一 级 反应 ， 显 然 点 = 
rs '。 若 n>1, rs 与 cs 的 关系 曲线 为 止 曲线 ,m <1 时 则 为 凸 曲 线 (图 6-21)。 当 n>1 时 ， 完 
全 微观 混合 下 平均 反应 速率 7s 为 B 点 的 纵 坐 标 值 ， 而 完全 离 析 时 的 平均 反应 速率 为 D 点 的 
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纵 坐 标 值 。 因 此 ， 当 n>1 时 ，r > rs'， 即 由 于 微观 混合 的 存在 而 使 平均 反应 速率 下 降 。 当 
n<1 时 ， 同样 进行 分 析 可 知 rs < rs'， 即 微观 混合 的 存在 使 平均 反应 速率 加 快 。 生 物 反 应 基 
本 上 都 属于 n<1 的 反应 ,微观 混合 的 存在 显然 是 有 利 的 。 

上 面 讨 论 的 是 流体 混合 状况 对 反应 速率 的 影响 。 现 在 再 考察 流体 混合 对 反应 器 工作 状况 
的 影响 。 对 间 睦 操作 的 反应 器 ,在 任何 时 刻下 ， 反 应 器 中 所 有 流体 粒子 均 具 有 相同 的 停留 时 
间 ， 组 成 亦 相同 ， 因 此 微观 混合 的 程度 不 应 影响 反应 器 的 工 况 。 对 于 平 推 流 反 应 器 ， 因 为 同 
一 截面 上 所 有 流体 粒子 的 停留 时 间 相 同 ， 组 成 自然 也 相同 ， 所 以 微观 混合 程度 对 平 推 流 反 应 
器 工 况 也 不 产生 影响 。 全 混流 反应 器 则 与 上 述 两 种 反应 器 有 很 大 的 不 同 ， 由 于 流体 粒子 的 停 
留 时 间 不 同 ， 其 组 成 也 不 同 ， 除 一 级 反应 以 外 ， 微 观 混合 的 程度 将 影响 反应 器 的 工 况 ， 这 种 
影响 随 着 停留 时 间 分 布 的 不 同 而 不 同 ， 返 混 程度 越 严 重 ， 微 观 混合 程度 的 影响 越 大 。 图 6-22 
显示 不 同 反应 级 数 时 ， 全 混流 反应 器 中 混合 程度 对 达到 一 定 转化 率 所 需 反 应 器 体积 的 影响 。 


si (si+cs)/2 cs cs 0.01 未 转化 底 物 分 率 (1-cxs) 。 “1 
图 6-21 流体 混合 对 反应 速率 的 影响 图 6-22 CSTR 中 混合 程度 对 不 同 
动力 学 的 影响 
6. 3.3 生物 反应 器 中 混合 时 间 的 测定 


混合 时 间 的 测定 有 许多 种 方法 ， 多 数 要 加 入 某 种 示 踪 剂 。 示 踪 剂 必须 具有 与 反应 器 中 液 
体 相似 的 物理 性 质 ， 比 如 黏度 和 相对 密度 要 相同 ， 混 合 热 要 小 ， 加 入 的 示 踪 剂 的 体积 不 大 。 
示 踪 剂 不 应 与 培养 液 发 生 相 互 作 用 ， 无 毒 ， 不 会 引起 相 变 化 ， 没 有 抗 泡沫 性 质 。 示 踪 剂 不 能 
很 快 消失 ， 如 挥发 至 气相 或 吸附 到 微生物 上 。 检 测 咒 不 应 干扰 测定 系统 。 在 小 型 装置 中 ， 电 
极 不 应 干扰 流 场 ， 在 大 型 发 酵 饶 上 ， 要 装 有 传感器 和 取样 口 。 

1. 电导 法 ”这 种 方法 是 加 入 电解 质 示 踪 剂 ， 用 电导 仪 测定 其 响应 。 在 小 型 装置 上 ， 这 
种 方法 被 广泛 采用 。 它 的 优点 是 方法 简便 ， 响 应 很 快 。 在 大 型 发 酵 负 上 ， 所 需 的 电解 质量 太 
大 (对 100m 饶 需 100 ~500L 电解 质 ) ， 这 种 方法 不 宜 采 用 。 发 酵 缸 中 的 气泡 会 干扰 测定 电 
极 。 另 外 ， 加 入 电解 质 ， 提 高 了 渗透 压 ， 改 变 了 培养 液 的 流 变 学 性 质 ， 也 改变 了 生长 条 件 。 

2. 加 热 法 ”这 种 方法 是 加 入 一 定 体 积 的 加 热 液体 ， 用 热电 偶 测 定 响应 。 这 种 方法 很 少 
使 用 ， 即 使 使 用 也 仅 局 限于 小 型 冷 模 实验 。 

3. pH 法 ”这 种 方法 是 加 入 酸 或 碱 ， 用 一 个 或 几 个 pH 电极 测定 响应 。 要 注意 的 是 不 能 
简单 地 使 用 滴定 曲线 ， 因 为 它 是 非 线性 的 ， 必 须 把 信号 转换 成 酸 或 碱 的 浓度 曲线 。 为 此 可 选 
择 一 个 固定 的 调节 范围 ， 即 仔细 调 pH 到 一 个 确定 的 值 ， 加 入 一 定量 的 酸 。 

选择 调节 范围 的 另 一 考虑 因素 是 CO, 和 碳酸 的 平衡 。C0, 变 成 碳酸 的 反应 很 快 ， 反 之 
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则 较 慢 。 因 而 对 于 混合 时 间 的 测定 ， 只 能 用 加 酸 的 方法 。 

尽管 复杂 ，pH 法 常用 于 大 规模 发 酵 铅 的 混合 时 间 测定 。 电 极 响应 快 ， 可 灭 菌 ， 镶 上 常 
已 配备 pH 电极。 并且 常 配置 加 酸 或 碱 的 管 路 。 

4. 放射 示 踪 法 ”这 种 方法 是 加 入 示 踪 剂 ， 取 样 测定 混合 ， 也 可 从 流出 管 测定 ， 检 测 器 
放 在 管 外 即 可 。 如 果 安 全 问题 能 解决 ， 这 种 方法 有 许多 优点 ， 所 需 示 踪 剂 很 少 ， 低 浓度 下 仍 
很 精确 ， 易 于 无 菌 操作 ， 取 样 少 ， 可 在 线 测定 。 最 大 缺点 是 安全 问题 。 这 种 方法 在 大 型 反应 
器 的 混合 测定 中 很 有 意义 。 

5. 染色 或 脱色 法 ”这 种 方法 是 加 入 染色 或 脱色 剂 (如 甲 基 蓝 )。 示 踪 剂 的 分 散 可 以 用 
眼 观察 ， 用 透明 度 或 样品 的 比 色 测定 。 脱 色 可 以 是 指示 剂 随 pH 的 颜色 变化 ， 如 省 酚 蓝 或 栈 
栈 。 脱 色 法 在 寻找 静止 区 方面 特别 有 用 。 

此 法 在 大 型 反应 器 上 使 用 存在 问题 ， 在 小 规模 的 发 酵 液 的 试验 中 也 受到 限制 。 许 多 示 踪 
剂 会 吸附 到 发 酵 液 中 的 颗粒 上 ， 一 些 试验 是 不 可 逆 的 ， 从 而 产生 大 量 带 色 的 废 液 。 大 型 饶 是 
不 透明 的 ， 发 酵 液 也 常 不 透明 ， 不 得 不 大 量 取样 。 总 之 ， 这 种 方法 不 适用 于 大 型 反应 器 。 

6. 流动 跟踪 法 “该 方法 是 加 入 一 个 中 等 浮力 的 流动 跟踪 子 ， 里 面 装 有 无 线 电 发 射 器 。 
这 个 跟踪 子 每 次 通过 叶轮 区 都 被 围绕 叶轮 的 环形 天 线 记 录 下 来 。 这 种 方法 看 起 来 很 有 意义 ， 
但 在 大 规模 应 用 或 无 菌 条 件 下 应 用 都 受到 限制 。 更 大 的 问题 是 在 气 液 分 散 系统 中 ， 持 气量 不 
同 ,“ 中 等 浮力 ”难以 确定 。 

7. 化 学 反应 法 前 面 讲 的 所 有 方法 测 的 都 是 宏观 混合 ， 测 定 的 混合 尺度 是 电极 的 尺度 
或 取样 的 尺度 ,一般 为 1 ~10mm。 在 生物 反应 上 ,这 种 尺度 的 混合 已 能 满足 要 求 。 但 对 快 
速 化 学 反应 ,分 子 尺度 的 微观 混合 很 重要 。 

对 于 小 规模 模拟 系统 ， 有 许多 方法 可 以 采用 ， 其 中 电导 法 用 得 最 多 。 对 单 相 系 统 ， 电 导 
法 经 济 可 靠 。 对 发 酵 液 ， 特 别 是 大 规模 发 酵 饶 中 的 发 酵 液 ， 推 荐 用 pH 法 或 放射 示 踪 法 。 测 
定 的 混合 尺度 由 电极 或 取样 的 大 小 所 决定 ， 限 于 宏观 混合 的 尺度 。 所 有 测定 方法 的 优 、 缺 点 
比较 列 于 表 6-4。 

表 6.4 混合 时 间 测定 方法 的 优 、 缺 点 
小 规模 系统 ( <1m) 大 规模 系统 > 10m) 

气 - 液 | 所 - 液 -生物 | 气 - 液 | 气 - 液 - 生 多 5 
( 冷 模 ) | “(发 本 | 党 体 ( 冷 模 ) | 。( 冷 模 ) (发 醇 ) 


液体 ( 冷 模 ) 


电导 
加 热 


pH 值 
放射 
染色 /脱色 
流动 跟踪 
化 学 反应 


+ 十 十 十 HH+ 
HHH + H HH 
| ++ 1 
++H+H 1 + 
1LHH++1 


,| 


6. 3.4 体系 均一 性 对 生物 反应 的 影响 

对 于 非 一 级 反应 系统 ， 产 率 是 系统 混合 程度 的 函数 。 混 合 程度 本 身 是 由 机 械 混 合 决定 
的 ， 分 为 宏观 混合 和 微观 混合 。 酿 酒 酵母 的 连续 培养 中 ,微观 混 合 引 起 了 混合 程度 的 下 降 ， 
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产生 了 代谢 抑制 现象 。 
一 个 反应 系统 要 能 反映 混合 敏感 度 需 具 备 两 个 条 件 : 第 一 是 反应 系统 中 的 反应 物 呈 不 均 
匀 分 布 ， 但 具有 确切 的 混合 程度 ， 混 合 程度 影响 这 种 分 布 ; 第 二 是 反应 为 非 一 级 反应 ， 流 体 
元 的 停留 时 间 符 合 下 列 条 件 。 
| r(e) a # ml@) (644) 


为 了 评估 生物 系统 对 不 同 混合 程度 的 响应 ， 另 一 个 附加 的 要 求 是 典型 的 反应 时 间 不 能 比 
在 非 均 匀 区 停留 的 总 时 间 长 很 多 。 

在 通气 微生物 培养 过 程 中 ， 微 观 混合 指 细胞 规模 的 混合 ， 宏 观 混合 指 与 反应 器 几何 尺寸 
相当 的 混合 。 氧 浓度 达到 宏观 混合 均匀 的 动力 来 自 于 流体 压力 或 空气 分 布 器 的 非 理想 传递 。 
这 种 氧 浓度 的 不 均匀 性 造成 代谢 活性 的 不 均匀 及 整个 反应 器 中 细胞 代谢 途径 的 生物 学 响应 。 
从 微观 混合 的 角度 去 考察 氧 ， 气 泡 附 近 区 域 氧 浓度 的 变化 构成 膜 传 质 理论 的 基础 。 实 验 考察 
生物 反应 器 中 微观 混合 的 生物 学 响应 的 研究 工作 比较 困难 。 

从 宏观 混合 的 角度 去 考察 液体 状态 的 营养 物质 ， 即 使 在 混合 很 好 的 系统 中 ， 可 以 假设 在 
进 料 区 域 存在 较 高 浓度 的 营养 物质 。 实 验 结果 表明 ， 这 种 浓度 的 提高 虽然 有 限 ， 但 这 种 宏观 
尺度 的 营养 物质 的 不 均匀 有 可 能 产生 生物 学 响应 。 

甲醇 如 入 位 置 的 不 同 会 改变 甲醇 营养 菌 的 呼吸 商 ， 而 加 入 位 置 的 变化 对 均匀 度 的 影响 尚 
不 能 确定 ， 短 暂 的 较 高 甲醇 浓度 的 生理 效应 也 不 清楚 。 在 单 细胞 蛋白 生产 系统 中 ， 局 部 区 域 
较 高 的 甲醇 浓度 不 利于 菌 体 的 生长 。 在 糖 类 连续 发 酵 系统 中 ,混合 模式 改变 了 洗 出 的 临界 稀 
释 率 ， 这 是 因为 混合 程度 改变 了 糖 类 的 浓度 ， 或 者 是 妹 凝 物 的 选择 性 去 除 ， 或 者 是 絮凝 物 大 
小 的 改变 影响 了 氧 的 利用 。 进 料 区 液体 营养 物质 的 pH 值 对 酿酒 酵母 培养 过 程 中 酶 活力 也 有 
重要 影响 。 

证 明 混合 敏感 性 的 最 好 方法 是 考察 限制 区 域 的 低 生长 速率 。 在 葡萄 糖 限制 、 定 态 、 低 稀 
释 率 的 酿酒 酵母 的 培养 过 程 中 ， 使 用 能 够 减少 示 踪 物 混合 时 间 的 营养 物质 注射 口 ， 能 够 提高 
细胞 产 率 。 这 是 因为 改善 混合 、 减 小 营养 限制 区 域 ， 使 更 多 的 营养 贫乏 区 的 细胞 接触 到 足够 
的 葡萄 糖 以 维持 生存 。 

混合 敏感 度 的 反应 应 当 是 非 一 级 反应 。Monod 的 半 经 验 动力 学 模型 可 以 应 用 于 大 多 数 
生物 系统 。 当 底 物 浓度 超过 一 定 值 时 ， 生 长 过 程 变 成 了 底 物 浓度 的 零 级 反应 ; 在 很 高 的 
浓度 (相应 地 有 和 较 高 的 稀释 率 ) 下 ， 由 于 底 物 代谢 抑制 形成 非 线 性 动力 学 ， 对 生产 的 影 
响 更 大 。 

最 后 考察 的 是 细胞 是 否 对 环境 的 迅速 波动 有 响应 。 有 的 细胞 能 够 短暂 地 妨 oi 
浓度 的 毒物 而 无 相应 的 影响 ， 有 的 细胞 能 作出 迅速 反应 。 据 报道 ， 每 隔 20s 加 入 营养 物质 
降低 细胞 得 率 ， 生 长 过 程 在 突然 快速 生长 和 饥饿 状态 之 间 转 换 。 有 步 又 地 改变 条 萄 梳 的 添加 
速率 引起 胞 内 DNA 变化 在 一 定时 间 达 到 一 个 新 的 定 态 ， 这 个 响应 时 间 与 反应 器 的 混合 时 间 
相当 。 


6.4” 蔓 切 应 力 对 生物 反应 的 影响 


6.4.1 剪 切 应 力 的 概念 


1. 剪 切 及 其 度量 剪 切 应 力 是 单位 面积 流体 上 的 切 向 力 ， 剪 切 应 力 7 的 单位 为 N.m” 
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或 Pa。 对 于 牛顿 型 流体 有 : 


r= (6-45) 
式 中 :FF 为 切 向 力 ; 4 为 流体 面积 ; w 为 流体 黏度 ; y 为 剪 切 速率 ， 或 称 剪 切 率 或 速度 梯度 
全 Ys 


一 (6-46) 


式 中 : 为 流体 速度 ; y 为 切 向 距离 。 对 于 非 牛顿 型 流体 可 用 平均 剪 切 速率 代替 剪 切 速率 。 

剪 切 是 设计 和 放大 生物 反应 器 的 重要 参数 。 在 生物 过 程 中 ,严格 地 讲 ， 对 细胞 的 剪 切 作 
用 仅 指 作用 于 细胞 表面 且 与 细胞 表面 平行 的 力 , 但 由 于 发 酵 钠 中 水 力学 情况 非常 复杂 ， 一般 
前 切 应 力 指 影响 细胞 的 各 种 机 械 力 的 总 称 。 

为 表示 生物 反应 器 中 的 剪 切 应 力 ， 研 究 人 员 提 出 了 很 多 度量 方法 ， 通 常 有 如 下 几 种 : 

(1) 桨 叶 尖 速率 u, =TND;， 其 中 V 为 搅拌 桨 转速 ，D, 为 浆 直 径 。 

(2) 平均 剪 切 速率 y,, =KV， 其 中 天 为 常数 ， 其 值 因 搅拌 桨 尺寸 及 流体 性 质 而 变 ， 一 般 
为 10 ~13。 该 式 主要 应 用 于 层 流 及 过 渡 流 ， 但 在 湛 流 中 也 可 成 功 应 用 。 

(3) 在 动物 细胞 培养 中 ， 研 究 人 员 运 用 积分 剪 切 因子 ISF 来 定义 剪 切 应 力 。 
2TND， 
Da D. 

(4) 为 估算 鼓 泡 塔 中 剪 切 应 力 ， 通 过 测量 传 热 速 率 ， 发 现 剪 切 速率 与 表 观 气 速成 正 
比 ， 即 


ISF = (6-47) 


(6-48) 

该 方程 在 鼓 泡 塔 中 被 广泛 引用 。 

(5) 满 流 旋涡 长 度 。 为 促进 传 质 与 混合 ,一般 反应 器 都 在 满 流 下 操作 。 注 流 由 大 小 不 
同 的 旋涡 及 能 量 状态 构成 ， 大 旋涡 之 间 通 过 内 部 作用 产生 小 旋涡 并 向 其 传递 能 量 ， 小 旋涡 之 
间 又 通过 内 部 作用 产生 更 小 旋涡 并 向 其 传递 能 量 ， 就 这 样 能 量 逐 级 传递 给 小 旋涡 。 汗 流 中 流 
体 -颗粒 间 相互 作用 ， 取决 于 旋涡 及 颗粒 的 相对 大 小 。 如 果 旋 涡 比 颗粒 大 ， 颗 粒 将 被 旋涡 夹 
带 随 旋涡 一 起 运动 ， 旋 涡 将 不 对 颗粒 造成 影响 。 但 当 旋 涡 比 颗粒 小 时 ， 颗 粒 将 受到 旋涡 剪 切 
应 力 的 作用 。 对 于 生物 细胞 而 言 ， 当 旋涡 比 细胞 小 时 ， 细 胞 可 能 受到 剪 切 应 力作 用 而 损伤 ， 
当 旋涡 比 细胞 大 时 ， 细 胞 将 随 旋涡 一 起 运动 ， 不 会 受到 剪 切 应 力作 用 。 旋 涡 大 小 可 由 Kol- 
mogorov 各 向 同性 清流 理论 计算 。 

Kolmogorov 理论 认为 ， 在 足够 高 的 雷诺 准 数 下 ， 消 流 处 于 统计 平衡 状态 ， 在 各 向 同性 
下 ， 旋 涡 长 度 入 (eddy length 或 eddy microscale) 可 由 下 式 计 算 : 

A= (wa), (6-49) 

式 中 : v 为 动力 黏度 ; s 为 该 处 平均 能 量 耗 散 速率 ， 即 单位 质量 流体 消耗 的 功率 。 表 6-5 列 
出 摇 瓶 及 搅拌 缸 中 能 量 耗 散 速率 s 的 计算 。 该 理论 被 广泛 接受 ,细胞 损伤 与 清流 旋涡 长 度 密 
切 相 关 。 表 6-6 为 工业 发 酵 饶 中 典型 的 应 流 旋涡 长 度 ， 其 中 发 酵 饶 安 装 的 是 平 叶 奖 ， 介 质 与 
水 接近 。 
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表 6-5 摇 瓶 及 搅拌 缸 中 能 量 消耗 功率 s 的 计算 


该 点 能 量 消耗 功率 (W. kg) 


平均 能 量 消耗 功率 ( 


W 有 


=100%x10 "SN 


B= .00%10 


25 N281, -1 
SN Sp 


= 


2 =27NMs 


表 6-5 中 站 为 反应 器 工作 体积 ，Ms 为 搅拌 轴 转 动产 生 的 扭矩 。 
表 6-6 工业 发 酵 色 中 典型 的 湛 流 旋涡 长 度 (hm) 


小 型 缸 (100L, 10kW .m3) 


大 型 铅 (1000L, 1kW . m-3?) 


9 


16 


饶 主 体 部 分 


24 


43 


2. 剪 切 应 力 的 计算 及 测量 

1) 不 同 反应 器 中 剪 切 应 力 的 计算 

(1) 搅拌 缸 : 用 电化 学 法 测 出 涡轮 浆 桨 叶 上 最 大 剪 切 速率 y。 

yma (LS CV Dp) (6-50) 
式 中 : 7 为 流动 指数 ; 上 为 连续 系数 ;N 为 转速 ，D; 为 涡轮 桨 直径 ; p 为 流体 密度 。 用 同样 
方法 测量 出 涡轮 桨 搅拌 缸 器 壁 上 最 大 剪 切 速率 为 桨 叶 上 最 大 剪 切 速率 的 30% 。 

(2) 气 升 式 反应 器 : 汕 流 强度 、 剪 切 速率 或 速度 梯度 都 取决 于 能 量 耗 散 速率 。 在 气 升 
式 反 应 器 中 ,不 同 部 位 能 量 耗 散 不 同 ， 能 量 耗 散 速率 被 用 来 研究 升 液 管 、 降 液 管 及 气 升 式 反 
应 器 底部 的 剪 切 速率 。 

气 升 式 反应 器 底部 能 量 耗 散 速率 为 

Es =0. 5p. [um KsAp (1-eco -eso)] 
ee (A5/As) 0.79 

ww = W/ps (1-ee) (6-51) 
式 中 : wa 为 降 液 管 中 液体 线 速度 Wy 为 降 液 管 交 又 部 分 面积 ，eco 为 降 液 管 中 气 体 体积 
率 ; < 为 降 液 管 中 国 体 体积 分 率 ; WW 为 固体 装填 率 (kg . mm” ) ;ps 为 固体 密度 。 下 标 R、 
D、B 分 别 代表 升 液 管 、 降 液 管 及 气 升 式 反 应 器 底部 。 

升 液 管 中 能 量 耗 散 速率 (Es) 为 
Er =E,, -prghoUinArn (Ecr + Esn) 


E, =QP,ln [1 +pr (1-sc) gho/P,] (6-52) 


式 中 : 已 ,为 反应 器 中 能 量 输入 功率 (W); P, 为 大 气压 ; 0 为 气体 体积 流速 ; ho 为 通气 时 
液 面 高 度 。 
ss 
?7 1-ee 
= = (6-53) 
式 中 : hi 为 不 通气 体 时 液 面 高 度 ; se 为 平均 持 气 率 。 
式 (6-52) 中 ，Uix 为 升 液 管 中 液 体 空 速 ， 即 
人 (6-54) 
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式 中 : wa 为 升 液 管 中 液 体 线 速度 。 降 液 管 中 能 量 耗 散 速率 (Ei,) 为 
Ep =prghour (1 一 scn -ésp) Ap (eco+esp) (6-55) 
气 升 式 反应 器 中 不 同 部 位 剪 切 应 力 为 


匡 Et: 
Ls hiVi( a; + osi) 
Gee; G66 
其 中 : a = ag = (6-56) 


ds 
式 中 : 下 标 i 代表 升 液 管 (R) 、 降 液 管 (D) 、 底 部 (B) 等 区 域 ; V; 为 i 区 的 体积 , 4, 为 i 
处 的 水 力 停 留 时 间 ; hh 为 i 区 的 高 度 ; a We ds 为 气泡 直径 ; os 为 比 固 - 液 
界面 积 ; d, 为 固体 (如 微 载体 或 细胞 ) 直径 。 


ER 三 大 (1 -B80 -Esm) ， tp = vl! -eco -Esp) , lp = FA! ~ Ec - esp) 
(6-57) 
各 部 位 前 切 速率 y, =7;/h。 
如 果 在 气 升 式 反应 器 中 进行 微 载 体 培养 ， 则 微 载体 周围 剪 切 速率 为 
-yey deE, - 
,性 ‘0 


式 中 ,多 为 0.74。 

计算 结果 表明 ， 气 升 式 反 应 器 中 底部 剪 切 应 力 最 大 ， 升 液 管 中 次 之 ， 降 液 管 中 最 小 。 
气 速率 增 大 时 ， 各 处 剪 切 速率 增 大 。 

对 于 微 载体 培养 ， 微 载体 装填 量 增 大 时 ， 剪 切 速率 降低 ， 但 载体 直径 及 密度 对 剪 切 速率 
无 影响 。 

2) 剪 切 应 力 及 剪 切 速率 的 测量 

在 清流 状态 下 很 难 直接 测量 剪 切 应 力 及 剪 切 速率 。 剪 切 应 力 的 测量 方法 如 下 所 述 。 

(1) 电化 学 法 : 在 奖 叶 及 反应 器 壁 上 装 上 许多 微 电 化 学 探头 ， 在 反应 器 内 装 电解 质 液 
体 如 0. 004mol . L-'KsFe (CN)。 及 KFe (CN)。 并 加 0.05mol .LL-!'K,SO, 水 溶液 ， 根 据 扩 
散 限 制 状态 下 双 膜 传 质 理论 可 建立 电流 和 剪 切 应 力 之 间 的 关系 。 用 这 种 方法 可 测 出 桨 叶 及 反 
应 器 壁 上 的 剪 切 速率 。 

(2) 溶 氧 电极 法 : 有 文献 报道 了 一 种 用 溶 氧 电 极 法 测 剪 切 应 力 的 方法 。 溶 氧 电 极 外 液 
膜 厚 度 随 剪 切 应 力 大 小 而 变化 ， 液 膜 厚度 可 通过 模型 计算 ， 因 此 可 建立 剪 切 应 力 、 液 膜 厚 
度 、 深 氧 电极 电流 输出 之 间 的 函数 关系 ， 以 测定 剪 切 应 力 大 小 。 

(3) 速度 梯度 法 : 根据 剪 切 速率 定义 ，y = du/dy， 可 见 只 要 测 出 流体 中 的 速度 分 布 状 
态 ， 即 可 计算 出 剪 切 速率 。 由 所 测速 度 分 布 可 计算 剪 切 速率 特征 值 为 


0 下 下 (aUY (90 aU Ys 
-的 营 : 革 oo 
| oR 57 5R 97 | {639) 


采用 震 律 模型 ， 表 观 黏 度 


k= my (6-60) 
式 中 ，m 为 茜 度 系数 ，n 为 流动 系数 。 
流 场 中 速度 的 测量 可 采用 激光 多 普 勒 测速 仪 (LDA) ， 或 者 图 像 成 形 法 等 。 
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6.4.2 剪 切 作用 对 生物 过 程 的 影响 


1. 剪 切 应 力 对 微生物 的 影响 

1) 细菌 : 一 般 认 为 ， 细 菌 对 剪 切 是 不 敏感 的 。 细 菌 大 小 一 般 为 1 ~2um， 这 比 发 酵 饶 
中 常见 的 油 流 旋涡 长 度 要 小 。 另 外 ,细菌 具 有 坚硬 的 细胞 壁 ， 受 剪 切 应 力 影响 较 小 。 

但 也 有 细菌 受 剪 切 应 力 影响 的 报道 。 如 在 同心 圆 中 受 剪 切 的 大 肠 杆菌 细胞 长 度 会 增加 。 
由 于 搅拌 的 剪 切 作 用 ， 曾 观察 到 细胞 体积 的 变化 。 

用 大 肠 杆菌 生产 抗菌 多 肽 小 菌 素 B17 ， 在 摇 瓶 培养 时 ，B17 在 胞 内 积累 ; 但 在 HARV 反 
应 器 (high-aspect rotating vessels) 中 ，B17 分 泌 到 胞 外 。 人 研究 结果 表明 ， 产 生 这 种 变化 的 原 
因 是 HARV 中 的 低 剪 切 作 用 。 在 HARV 中 ， 即 使 只 添加 一 个 玻璃 珠 就 可 以 产生 足够 的 剪 切 
应 力 ， 使 B17 积累 在 胞 内 而 不 分 泌 到 胞 外 。 

在 细菌 发 酵 生产 黏 多 糖 (如 黄 原 胶 ) 时 ， 由 于 胞 外 多 糖 的 积累 ， 培 养 液 的 黏度 逐渐 增 
加 ， 从 而 造成 供 氧 及 混合 困难 。 另 在 细胞 外 会 逐渐 形成 一 个 黏液 层 ， 从 而 造成 细胞 内 、 外 物 
质 交 换 的 障碍 ， 使 多 糖 产量 下 降 。 为 提高 多 糖 产量 ， 反 应 器 中 的 滞留 层 及 细胞 外 的 黏液 层 必 
须 通 过 高 剪 切 应 力作 用 除去 。 如 在 一 种 新 型 细菌 多 糖 Methylan 生产 中 ， 当 剪 切 应 力 逐 渐 增 
加 到 30Pa 时 ，Methylan 产量 增加 。 剪 切 应 力 继续 增加 时 ， 产 量 稳定 。 这 就 说 明了 细胞 外 多 
糖 层 造 成 的 传 质 限制 减少 了 Methylan 的 生产 。 

2) 酵母 : 酵母 比 细菌 大 ， 一 般 为 5pym， 但 比 常见 的 汕 流 旋涡 长 度 仍 要 小 。 酵 母 细 胞 壁 
较 厚 ， 具 有 一 定 剪 切 抗 性 ， 但 是 酵母 通过 出 芽 繁 殖 或 裂 殖 会 产生 疤 点 。 出 芽 点 及 疤 点 是 细胞 
壁 的 弱 处 。 有 报道 证 明 酵 母 出 芽 繁 殖 受 到 机 械 搅拌 的 影响 。 

3) 丝 状 微生物 : 包括 霉菌 和 放 线 菌 ， 在 工业 上 特别 是 抗生素 生产 中 应 用 广泛 。 霉 菌 是 
一 种 丝 状 真菌 ， 属 真 核 生 物 ， 包 括 毛 霉 、 根 霉 、 曲 霉 、 青 霉 等 。 放 线 菌 属 原核 生物 ， 包 括 链 
霉菌 、 诺 卡 菌 、 小 单 孢 菌 等 。 霉 菌 和 放 线 菌 都 形成 分 支 状 菌 丝 ， 菌 丝 可 长 达 几 百 个 微米 。 

在 深层 培养 中 ， 丝 状 微生物 可 形成 两 种 特别 的 颗粒 ， 即 自由 丝 状 颗粒 和 球状 颗粒 。 在 自 
由 丝 状 形式 下 ， 菌 丝 的 缠绕 导致 发 酵 液 的 高 黏度 及 假 塑 性 。 这 样 就 导致 发 酵 液 中 混合 和 传 质 
(包括 氧 传递 ) 非常 困难 。 为 增强 混合 和 传 质 ， 需 要 强烈 的 搅拌 ， 但 高 速 搅拌 产生 的 剪 切 应 
力 会 打 断 菌 丝 ， 造 成 机 械 损伤 。 如 果 菌 丝 形成 球状 ， 则 发 酵 液 中 黏度 较 低 ， 混 合 和 传 质 比 较 
容易 ， 但 菌 球 中 心 的 菌 可 能 因为 供 氧 困 难 而 缺 氧 死亡 。 

(1) 球状 形式 : 丝 状 微生物 通过 相互 缠绕 形成 球状 ， 菌 球 大 小 一 般 为 0.2 ~ 10mm， 研 
究 表明 菌 球 大 小 取决 于 菌 球形 成 及 后 续 时 期 的 搅拌 强度 。 

丝 状 微生物 形成 菌 球 有 两 种 类 型 。 一 种 是 共聚 类 型 ， 在 孢子 萌发 期 形成 ， 结 果 是 菌 球 中 
含 大量 抱 子 。 如 曲霉 每 个 菌 球 就 含 几 百 个 孢子 。 对 于 这 种 类 型 ， 强 烈 的 搅拌 会 阻止 菌 球 的 形 
成 。 另 一 种 是 非 共聚 类 型 ， 每 个 孢子 形成 一 个 菌 球 ， 菌 球形 成 后 ， 通 过 菌 丝 断 裂 繁殖 又 会 形 
成 新 的 菌 球 ， 从 而 孢子 / 菌 球 比 率 小 于 1。 对 于 这 种 类 型 ， 搅 拌 对 菌 球 的 影响 尚 不 十 分 明确 。 

菌 球 一 旦 形成 后 会 呈现 出 不 同形 态 ， 依 形态 可 分 为 踊 松 球状 、 中 心 紧 密 外 围 踊 松 球状 和 
紧密 光滑 球状 。 紧 密 光 滑 球 状 可 能 会 由 于 菌 丝 自 溶 而 形成 中 心 空洞 。 这 些 菌 球 会 受到 搅拌 和 
培养 条 件 的 影响 ,一 般 当 搅拌 强度 增加 时 ， 菌 球 变 小 而 紧密 ， 如 图 6-23 所 示 。 

搅拌 会 对 菌 球 产 生 两 种 物理 效果 : 一 种 是 搅拌 削 去 菌 球 外 围 的 菌 膜 ， 减 小 粒 径 ; 另外 一 
种 是 使 菌 球 破碎 。 这 些 效果 主要 是 由 于 汕 流 旋涡 剪 切 引起 的 。 另 外 菌 球 间 碰 撞 及 菌 球 与 桨 间 
碰撞 也 可 能 引起 部 分 作用 。 
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6-23 ”搅拌 速度 及 时 间 对 菌 球 直径 的 影响 


(2) 自由 丝 状 形式 : 在 搅拌 链 中 也 常 遇 到 自由 丝 状 形式 的 菌 丝 体 。 由 于 剪 切 会 打 断 菌 
丝 ， 所 以 需要 控制 搅拌 强度 。 搅 拌 强度 会 对 菌 丝 形态 、 生 长 和 产物 生成 造成 影响 ， 还 可 能 导 
致 胞 内 物质 的 释放 。 

机 械 力 对 自由 丝 状 微生物 的 作用 是 打 断 菌 丝 ， 改 变 菌 丝 形 态 ， 可 以 通过 显微镜 观察 到 形 
态 的 变化 。 对 青霉素 发 酵 体 系 研究 表明 ， 搅 拌 转速 增加 会 导致 菌 丝 变 短 、 变 粗 、 菌 丝 分 又 增 
多 。 红 霉 素 生产 过 程 中 高 速 搅拌 剪 切 使 菌 丝 变 短 、 变 粗 ， 但 菌 丝 分 又 减少 。 

有 报道 称 ， 由 于 搅拌 强度 的 增加 ， 核 音 酸 等 低 分 子 质量 物质 会 从 真菌 及 链 霉 素 中 渗 漏 出 
来 ， 但 渗 漏 并 不 是 细胞 破裂 引起 的 ， 且 渗 漏 速率 与 培养 条 件 及 菌 龄 有 关 。 

丝 状 微生物 的 生长 和 产物 生产 与 搅拌 密切 相关 。 利 用 黑 曲霉 的 3 种 突变 株 进行 11 批 柠 
檬 酸 发 酵 表 明 ， 生 物 量 及 柠檬 酸 的 生产 均 有 一 最 佳 搅拌 转速 。 在 低 搅 拌 转速 下 产量 低 可 能 是 
由 于 低 转 速 下 氧 传递 的 限制 ， 高 转速 下 菌 体 生长 加 快 但 产量 下 降 是 由 于 剪 切 使 菌 丝 损 伤 造成 
的 。 形 态 观察 表明 ， 高 转速 下 菌 丝 变 粗 ， 缠 绕 紧密 ， 分 又 增多 。 青 霉 素 生产 中 发 现 ， 当 桨 叶 
尖 速 度 大 于 4m 's  ， 青 霉 素 生 产 比 速率 下 降 ( 表 6-7)。 用 同一 菌株 在 14L 及 150L 进行 放 
大 实验 时 发 现 相同 结果 ， 说 明 用 桨 叶 尖 速度 对 该 菌株 生产 进行 放大 是 一 个 很 好 的 参数 。 

表 6-7 搅拌 转速 对 青霉素 发 酵 的 影响 


转速 (r .min-I) 
桨 叶 尖 速率 (ms ) 


青霉素 比 生产 速 率 (ug h-) 
细胞 干 重 (g* L™') 


在 剪 切 环境 对 产 黄 青 霉 菌 发 酵 生 产 青 霉 素 影响 的 研究 中 ， 发 现 产 黄 青 霉 结 球 程度 和 游离 
菌 丝 形态 均 与 剪 切 环境 有 关 。 适 当 提 高 剪 切 水 平 可 缩短 菌 丝 长 度 并 保证 适度 结 球 ， 从 而 降低 
发 酵 液 黏度 ， 对 改善 钠 内 混合 和 供 氧 有 利 。 采 用 多 层 涡 轮 桨 搅拌 的 生产 铅 中 ， 剪 切 速率 较 
高 ， 青 霉 素 的 生产 比 速率 也 高 。 采 用 轴 流 型 的 水 翼 浆 搅拌 有 利于 强化 混合 和 供 氧 ， 但 造成 剪 
切 环境 的 变化 ， 对 青霉素 发 酵 不 利 (图 6-24) 。 
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图 6-24 不 同 剪 切 环境 下 青霉素 G 合成 比 速 率 
1: 轴 流 水 辟 桨 ; 2: 涡轮 桨 


有 些 真菌 同一 菌 丝 上 的 各 个 细胞 间 是 没有 隔膜 的 ， 各 个 细胞 间 的 细胞 质 是 连 的 ， 如 黑 根 
霉 。 研 究 发 现 无 隔膜 的 霉菌 对 剪 切 破坏 非常 敏感 ， 因 为 细胞 壁 的 泄漏 能 使 胞 内 物质 完全 丢 
失 ， 导 致 细胞 死亡 。 在 体积 为 137L 的 发 醇 钠 中 ， 当 搅拌 速度 由 217r. min" 增加 到 373r ， 
min-!' 时 ， 最 大 生产 比 速率 由 0.339h-' 下 降 到 0. 245h 7。 

用 链 霉菌 生产 螺旋 霉 素 时 发 现 ， 在 摇 瓶 中 加 入 一 个 3mm 玻璃 珠 ， 生 物 效 价 由 785 降 到 
455， 加 两 个 玻璃 珠 生物 效 价 降 为 0, 在 2.5L 饶 内 转速 为 500r . min -时 ， 生 物 效 价 为 890， 
转速 为 600 ~800r .min 时， 效 价 为 0， 说 明 该 菌 对 剪 切 相当 敏感。 

但 在 用 带 棒 链 霉菌 〈 Sireplomyces cavuligerus) 生产 克拉 维 酸 (clavulanic acid) 时 发 现 ， 
在 所 反应 器 中 ， 搅 拌 转速 从 490r .min -: ( 叶 尖 速度 1.7m .ss ) 上 升 到 1300r .min ( 叶 
尖 速 度 4.2m.s-) ， 尽 管 菌 丝 断裂 速率 发 生 了 变化 ， 对 产量 却 没有 影响 。 这 说 明 该 菌 菌 丝 
形态 与 产量 无 关联 ， 生 产 中 可 选 对 混合 和 传 质 有 利 的 菌 丝 形态 进行 生产 。 

在 红 霉 素 生 产 中 ， 转 速 对 产量 影响 小 于 5% 。 可 能 是 由 于 高 转速 降低 了 高 度 缠绕 的 菌 丝 
团 百 分 率 ， 对 发 酵 有 利 ; 但 同时 高 转速 下 形成 了 小 尺寸 菌 丝 ， 对 发 酵 不 利 。 两 者 综合 的 结果 
是 转速 对 发 酵 影响 不 大 。 

从 以 上 分 析 可 知 ， 剪 切 对 丝 状 微生物 的 影响 没有 统一 的 结论 ， 菌 株 不 同 ， 剪 切 的 影响 
不 同 。 

2. 剪 切 对 动物 细胞 的 影响 ”大 规模 的 动物 细胞 培养 应 用 越 来 越 广泛 ， 可 生产 许多 有 价 
值 的 药物 如 疫苗 、 激 素 、 和 干扰 素 等 。 但 是 ， 动 物 细胞 对 剪 切 作 用 非常 敏感 。 因 为 它们 尺寸 相 
对 较 大 ， 一 般 为 10 ~ 100km， 并 且 没有 坚固 的 细胞 壁 而 只 有 一 层 脆 弱 的 细胞 膜 。 因 此 ， 剪 
切 敏感 成 为 动物 细胞 大 规模 培养 的 一 个 重要 问题 。 

动物 细胞 按 其 贴 壁 性 分 为 两 类 : 一 类 是 贴 壁 依赖 性 ， 这 类 动物 细胞 必须 贴 附 在 基质 的 表 
面 才能 生长 ; 另 一 类 是 非 贴 壁 依 赖 性 ， 生 长 不 需要 贴 附 在 基质 表面 ， 可 像 微生物 一 样 悬 浮 培 
养 。 机 械 剪 切 对 这 两 种 类 型 的 细胞 的 破坏 机 制 是 不 同 的 ， 对 于 以 微 载体 方式 培养 的 贴 壁 依赖 
性 细胞 ， 剪 切 的 破坏 主要 是 由 于 小 的 湛 流 旋涡 作用 及 载体 间 、 载 体 与 浆 及 反应 器 壁 的 磁 撞 造 
成 的 。 对 于 在 生物 反应 器 中 自由 悬浮 培养 的 非 贴 壁 性 细胞 ， 剪 切 的 破坏 主要 是 由 于 气泡 的 破 
碎 造 成 的 。 

1) 贴 壁 依赖 性 动物 细胞 : 早期 采用 转 瓶 分 批 培 养 ， 但 是 小 的 比 表 面积 限制 了 大 规模 生 
产 。 微 载体 技术 的 发 展 克服 了 这 一 缺点 。 在 搅拌 状态 下 ， 微 载体 以 悬浮 形式 存在 ， 其 比 表面 
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积 大 ， 细 胞 和 培养 基 容 易 分 离 ， 反 应 器 易 控制 和 放大 。 这 种 技术 得 到 了 广泛 的 应 用 。 

微 载体 培养 需要 搅拌 ， 使 培养 环境 均一 ， 传 质 充 分 ,但 搅拌 不 能 过 大 ， 以 免 产 生 大 的 前 
切 应 力 损伤 细胞 。 由 于 动物 细胞 培养 对 于 氧 要 求 较 低 ， 因 此 不 使 细胞 沉降 及 均匀 悬浮 决定 了 
对 搅拌 的 要 求 。 为 了 达到 这 些 要 求 ， 实 际 的 搅拌 都 是 在 汕 流 状态 下 进行 。 

通过 典型 的 微 载体 特征 分 析 微 载体 间 及 其 与 流体 、 反 应 器 的 相互 作用 表明 ， 可 能 对 细胞 
造成 机 械 损 伤 的 因素 包括 : 中 汕 流 旋涡 与 微 载体 间 直 接 相互 作用 。 一 般 反 应 器 中 Kolmogorov 
潮流 旋涡 长 度 为 120km， 而 微 载体 直径 为 150pm， 满 流 旋涡 比 载体 小 ， 会 对 载体 上 的 细胞 
造成 剪 切 损伤 。@ 满 流 状态 下 微 载体 之 间 的 碰撞 。 如 果 微 载体 之 间 的 距离 与 旋涡 长 度 处 于 同 
一 长 度 范围 内 ， 特 别 是 载体 直径 也 在 该 范围 内 时 ， 这 种 碰撞 造成 对 细胞 的 损伤 。@) 载 体 与 桨 
叶 及 反应 器 其 他 部 位 的 碰撞 。 所 有 这 些 作用 随 搅 拌 的 加 强 而 使 机 械 损伤 变 得 严重 。 

通过 对 Kolmogorov 汕 流 旋涡 长 度 研究 发 现 ， 它 与 相对 生长 程度 关联 良好 (图 6-25 ) 。 实 
验 中 微 载体 直径 为 185pm。 当 旋涡 长 度 小 于 100pm 时 ， 剪 切 对 细胞 的 损伤 很 大 ， 细 胞 不 能 
生长 。 当 旋涡 长 度 小 于 150pm 时 ， 细 胞 受到 不 同 程度 的 剪 切 作 用 影响 。 可 见 ， 激 烈 搅 拌 形 
成 的 旋涡 虽 在 客观 上 较 大 ， 但 对 微 载体 上 的 细胞 的 损伤 已 足够 大 。 


120[ 


相对 生长 量 (%) 
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Kolmogorov 长 度 (um) 


图 6-25 FS-4 细胞 微 载体 培养 中 灌流 长 度 对 生长 的 影响 


在 稀释 培养 中 发 现 ， 黏 度 增 加 会 衰减 清流 ， 减 小 水 力学 的 损伤 。 但 即使 在 黏度 加 倍 的 情 
况 下 ， 相 对 生长 速率 仍 与 Kolmogorov 消 流 旋涡 长 度 关联 良好 ， 如 图 6-26 所 示 。 对 于 某 一 细 


0 50 100 150 200 250 300 
Kolmogorov 长 度 (um) 
6-26 ”FS-4 细胞 微 载 体 培养 中 不 同 黏度 下 涡流 长 度 对 生长 的 影响 
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胞 系 ， 它 在 每 个 微 载 体 上 生长 的 最 大 细胞 数 是 一 个 恒定 值 。 为 了 增加 细胞 密度 ， 就 要 相应 增 
加 微 载体 浓度 ， 这 使 得 微 载 体 碰 撞 造 成 的 剪 切 损伤 越 来 越 大 。 在 FS-4 细胞 培养 中 ， 向 反应 
器 中 添加 与 微 载体 物理 性 质 接 近 的 惰性 球 珠 ， 在 高 速 搅拌 下 ， 损 伤 呈现 2 种 不 同 机制 : 一 种 
是 由 于 微 载体 间 碰 撞 造 成 ; 男 一 种 是 由 于 满 流 旋涡 作用 造成 的 。 

2) 悬浮 细胞 〈 非 贴 壁 依赖 细胞 ) : 对 于 非 贴 壁 依赖 性 动物 细胞 ， 其 生长 不 必 贴 附 在 基 
质 上 ， 不 能 用 与 微 载 体 培 养 相同 的 分 析 方 法 来 考察 剪 切 应 力 的 影响 。 因 为 其 个 体 比 微 载体 要 
小 得 多 ， 受 剪 切 损伤 的 机 制 也 不 同 ， 在 一 般 细 胞 浓度 下 碰撞 造成 的 损伤 不 大 。 

现 已 探 明 在 悬浮 细胞 培养 中 ， 剪 切 对 细胞 的 损伤 主要 是 由 于 气泡 破碎 造成 的 。 对 于 小 规 
模 的 培养 可 采用 表面 曝 气 法 避免 气泡 的 损伤 ， 对 于 大 规模 培养 ， 表 面 曝 气 是 行 不 通 的 。 气 体 
喷射 是 最 简单 、 最 经 济 的 方法 ， 研 究 表明 ， 气 泡 对 细胞 的 损伤 取决 于 以 下 因素 : 细胞 类 型 
(有 些 细胞 系 对 气泡 相当 敏感 ， 有 的 敏感 程度 要 低 一 些 ) 、 气 泡 大 小 〈 小 气泡 比 大 气泡 的 伤 
害 作 用 大 ) 、 鼓 泡 频 率 (气体 表 观 气 速 增加 ， 细 胞 活性 下 降 ) 。 

细胞 与 气泡 相互 作用 有 3 个 作用 区 : 喷嘴 处 气泡 形成 区 、 培 养 液 中 气泡 上 升 区 、 培 养 液 
表面 气泡 破碎 区 。 观 察 发 现 ， 最 高 的 剪 切 和 满 流 区 是 在 培养 基 悬 浮 液 的 表面 上 。 气 泡 在 该 处 
由 于 表面 张力 小 从 而 使 气泡 破碎 ， 对 细胞 损伤 最 大 。1992 年 研究 人 员 从 培养 液 表面 收集 到 
一 个 气泡 破碎 样品 ， 观 察 发 现 该 样品 中 含 大 量 细胞 ， 其 中 90% 已 死亡 。 据 报道 单个 气泡 液 
膜 上 有 300 个 细胞 。1994 年 报道 大 约 1050 个 细胞 被 单个 直径 3. Smm 的 气泡 破碎 时 杀 死 。 在 
动物 细胞 悬浮 培养 中 ， 只 有 当 细 胞 被 气泡 吸附 后 才 可 能 被 气泡 损伤 ， 因 此 ， 细 胞 向 气泡 表面 
的 吸附 是 细胞 在 生物 反应 器 中 死亡 和 损伤 的 控制 步骤 。 

近年 来 提出 了 3 个 可 能 的 机 制 来 解释 气 液 界面 处 细胞 的 死亡 : QD 气泡 快速 破裂 所 引起 的 
振动 杀伤 细胞 ， 这 种 情况 最 典型 的 是 在 加 消 泡 剂 的 情况 下 发 生 ; @) 气 泡 周围 液 膜 的 物理 剪 切 
作用 ; @ 气 泡 中 细胞 的 物理 损伤 。 

在 动物 细胞 培养 中 ， 加 入 较 高 浓度 的 血清 可 减少 气泡 对 细胞 的 损伤 ， 另 外 ， 加 入 表面 活 
性 剂 也 有 较 好 的 保护 作用 。 关 于 它们 的 保护 机 制 ， 目 前 仍 有 争议 。 一 种 解释 是 添加 表面 活性 
剂 后 形成 1~2mm 厚 的 稳定 泡沫 ， 细 胞 不 能 渗透 到 这 种 泡沫 中 ， 从 而 使 细胞 免 受气 泡 破 裂 的 
影响 。 但 也 有 人 认为 表面 活性 剂 可 吸附 到 气泡 和 细胞 表面 ， 从 而 阻止 了 细胞 向 气泡 的 聚集 ， 
减少 了 细胞 的 损伤 。 

在 一 种 对 剪 切 非常 敏感 的 杂交 瘤 细 胞 CRL 8018 培养 中 添加 胎 牛 血清 (FBS) 发 现 ， 只 
有 当 FBS 浓度 大 于 5% 时 才 有 保护 作用 ， 并 且 这 种 保护 作用 马上 产生 效果 。 

气 升 式 生物 反应 器 中 无 机 械 搅拌 ， 剪 切 应 力 相 对 低 。 气 升 式 反应 器 中 剪 切 对 细胞 的 损伤 
主要 是 由 于 气泡 破碎 造成 , 但 由 于 它 的 高 / 径 比 大 (大 到 9:1 ) ， 可 减少 气泡 破碎 区 。 很 多 单 
克隆 抗体 在 气 升 式 反应 器 中 即使 在 无 血清 的 情况 下 也 能 培养 成 功 。 英 国 Celltech 公司 已 成 功 
地 用 1000L 气 升 式 反应 器 生产 单 克 隆 抗体 。 

3. 剪 切 对 植物 细胞 的 影响 ”植物 细胞 培养 可 用 来 生产 一 些 高 价值 的 植物 细胞 代谢 产物 ， 
如 奎 守 、 吗 啡 、 紫 杉 醇 等。 植物 细胞 个 体 相 对 大 一 些 ， 一 般 为 20 ~ 130um， 内 含 较 大 液 泡 ， 
细胞 壁 较 脆 ， 无 柔软 性 ， 这 些 特征 表明 植物 细胞 比 动 物 细胞 耐 剪 切 能 力 稍 好 一 些 ， 但 与 微 生 
物 相 比 ， 对 剪 切 作用 仍 很 敏感 ， 在 高 剪 切 环境 下 将 损伤 、 死 亡 、 解 体 。 具 体 表 现 为 细胞 膜 整 
体 性 的 丧失 ， 生 长 活性 下 降 ， 有 丝 分 裂 活性 降低 ， 结 团 尺 寸 减 小 ， 形 态 发 生变 化 ， 胞 内 物质 
如 和 蛋白质 丢失 ， 生 长 和 次 级 代谢 产物 生成 速率 发 生变 化 。 近 来 研究 胡 葛 下 细胞 表明 ， 细 胞 的 
各 种 生理 活性 受到 剪 切 水 平 的 影响 ， 如 导致 细胞 分 解 及 破坏 膜 完 整 性 的 能 量 要 比 阻止 生长 及 
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影响 有 丝 分 裂 的 能 量 高 。 

1) 剪 切 对 植物 细胞 结 团 大 小 的 影响 : 植物 细胞 悬浮 培养 时 一 般 会 结 团 ， 结 团 大 小 为 40 ~ 
2000um 不 等 ， 受 培养 基 组 成 、pH、 激 素 等 的 影响 ， 也 因 细 胞 种 类 而 不 同 。 环 境 条 件 如 剪 切 
应 力 、 通 气 速 率 、 细 胞 间 磁 撞 等 也 影响 结 团 大 小 。 结 团 相 对 密度 随 培养 时 间 变 化 很 小 ， 随 细 
胞 种 类 而 不 同 ， 一 般 为 1. 000 ~1.013。 

在 植物 细胞 培养 中 ， 控 制 结 团 大 小 是 提高 次 级 代谢 物产 量 的 关键 因素 ， 小 的 结 团 对 次 级 
代谢 产物 生产 及 氧 和 其 他 营养 物 的 传 质 有 利 。 在 摇 瓶 培养 前 期 应 保持 小 尺寸 结 团 ， 并 在 培养 
系统 放大 时 维持 同样 大 小 。 

已 有 人 做 了 许多 工作 来 减 小 植物 细胞 的 结 团 ， 但 控制 及 预测 其 大 小 仍 很 困难 。 了 解 影响 
结 团 的 因素 及 建立 它们 之 间 的 关联 是 非常 重要 的 。 

植物 细胞 培养 一 般 在 摇 瓶 或 通气 搅拌 反应 器 或 气 升 式 反应 器 中 进行 ， 这 些 装 置 中 流体 一 
般 都 处 于 汕 流 状态 ， 结 团 大 小 受到 滑 流 旋涡 长 度 的 影响 。 

如 果 植 物 细胞 生理 特性 和 培养 基 组 成 都 处 于 均一 状态 ， 外 部 影响 即 搅拌 和 通气 速率 将 引 
起 前 切 应 力 及 细胞 间 磁 撞 频 率 的 变化 ， 从 而 导致 结 团 大 小 及 细胞 损伤 的 不 同 。 为 建立 结 团 大 
小 、 旋 涡 长 度 、 能 量 消 耗 之 间 的 关系 ， 作 以 下 假设 : @ 结 团 大 小 不 受 其 在 反应 器 内 位 置 的 影 
响 ; @ 相 对 结 团 之 间 及 结 团 与 反应 器 的 碰撞 ， 气 泡 破 碎 对 结 团 大 小 的 影响 可 忽略 不 计 ; @ 时 
间 及 渗透 压 的 变化 引起 的 细胞 尺寸 的 变化 对 结 团 大 小 的 影响 可 忽略 不 计 ; @ 生 长 动力 学 符合 
Monod 方程 。 

如 果 结 团 大 小 D; 比 湛 流 旋涡 长 度 入 小， 结 团 将 生长 变 大 。 即 当 入 > Ds 时， 有 

P= pn (6-61) 
式 中 , 7 为 每 个 祭 凝 团 内 细胞 数 。 如 果 结 团 比 滑 流 旋涡 长 度 A 大 ， 结 团 将 受到 损伤 ， 破 碎 的 
细胞 数 与 结 团 内 细胞 数 成 正比 。 即 和 A<Ds 时 : 


dn 
LBn (6-62) 


式 中 , B 为 结 团 受 破坏 的 速率 常数 。 
滑 流 旋涡 长 度 可 由 Kolmogorov 方程 计算 ， 即 


六 二 (uay/g)055 
假设 结 团 内 细胞 数 的 比 生 长 速率 与 细胞 质量 的 比 生 长 速率 成 正比 ， 即 
人 = pn /be (6-63) 
B 与 发 生 旋涡 的 频率 成 正比 : B=wu'k 
= ve (6-64) 


式 中 ,上 为 波 数 ，u' 为 满 流 波动 速度 。 
E(k) 作为 能 量 范围 ， 效 雷诺 准 数 的 E(k) 为 1400 ~11000 时 : 
E(k) =ks'Prv -tk (6-65) 
式 中 , P 为 该 处 能 量 消耗 功率 (W/kg) 。 
对 于 统计 平衡 的 各 向 同性 满 流 ， 波 数 、 能 量 消耗 P 及 动力 慕 度 v 可 由 下 式 关 联 : 
k = kp Sv (6-66) 
由 式 (6-64) ~ 式 (6-66) 可 得 : 
B= kP vs (6-67) 
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有 关 摇 瓶 中 及 搅拌 缸 中 能 量 消耗 功率 已 的 计算 可 由 表 6-5 计算 。 
如 果 结 团 为 球形 ， 且 结 团 内 细胞 平均 直径 为 4,， 则 
Edn = ED 或 Di =doma (6-68) 

以 上 模型 可 预测 一 定 能 量 消耗 功率 下 的 结 团 尺寸 大 小 。 

2) 剪 切 对 植物 细胞 生长 及 代谢 的 影响 : 不 同 植物 细胞 对 剪 切 耐 受 能 力 不 同 ， 如 红豆 杉 
(Taxus cuspidata) 细胞 对 剪 切 相当 敏感 ， 可 耐 受 最 大 平均 剪 切 速率 为 10. 4s-:， 在 培养 紫 苏 
细胞 中 ， 平 均 剪 切 速率 达到 30s -时 才能 影响 生长 ， 而 培养 金鸡 纳 ( Cinchona robusta) 细胞 ， 
前 切 速率 为 64s 一 时 仍 生长 良好 。 

不 同 生 长 时 间 的 细胞 对 剪 切 的 敏感 度 不 同 。 在 烟草 细胞 培养 中 ， 处 于 静止 期 的 细胞 比 处 
于 迟滞 期 或 指数 生长 前 期 的 细胞 对 剪 切 更 敏感 。 在 培养 紫 苏 细胞 时 有 类 似 于 培养 杂交 瘤 细胞 
的 结果 ， 可 能 是 由 于 在 静止 期 的 细胞 体积 膨胀 ， 细 胞 壁 拉 长 而 强度 下 降 ， 对 剪 切 更 为 敏感 。 

在 同样 剪 切 应 力 下 ， 细 胞 在 高 浓度 状态 具有 较 高 的 成 活 率 ， 在 细胞 浓度 较 低 时 ， 如 在 反 
应 器 操作 的 起 初 阶段 ， 剪 切 应 力 应 控制 在 低 水 平 ， 以 利于 培养 的 进行 。 

剪 切 对 次 级 代谢 产物 的 生产 也 有 影响 。 在 仙 稚 草 细胞 培养 中 ， 大 的 剪 切 应 力 会 导致 较 低 
的 细胞 量 和 生物 碱 的 产量 。 剪 切 影 响 烟草 细胞 的 成 活 率 ， 造 成 细胞 自 深 及 酚 类 代谢 产物 的 分 
泌 。 在 红豆 杉 细 胞 生产 紫杉醇 (taxol) 时 ， 剪 切 应 力 增 加 ， 紫 杉 醇 产量 减少 ， 比 生长 速率 
增加 〈 图 6-27) 。 同 时 在 大 剪 切 应 力 下 ， 细 胞 迟 清 期 缩短 ， 指 数 生长 时 间 段 也 缩短 。 
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图 6-27 剪 切 应 力 对 红豆 杉 细胞 比 生长 速率 及 紫杉醇 生产 速率 的 影响 


4. 剪 切 对 酶 反应 的 影响 剪 切 应 力 会 在 一 定 程度 上 破坏 酶 蛋白 质 分 子 精巧 的 空间 结构 ， 
引起 酶 的 部 分 失 活 。 一 般 认为 酶 活力 随 剪 切 强度 和 时 间 的 增加 而 减 小 。 

在 膜 分 离 式 酶 反应 右 中 ， 为 减 小 超 滤 膜 表面 出 现 的 浓 差 极 化 层 和 凝 胶 层 对 超 滤 速度 的 影 
响 ， 提 高 反应 室 均 匀 混 合 程度 ， 酶 反应 器 采用 不 同类 型 的 叶轮 搅拌 以 求 获得 满意 的 混合 及 传 
质 效 果 。 在 膜 分 离 式 的 酶 反应 器 中 ， 葡 萄 糖 淀粉 酶 失 活 随 桨 叶 尖 速度 增 大 而 加 快 。 在 同样 搅 
拌 剪 切 时 间 下 ， 酶 活力 的 丢失 与 桨 叶 尖 速度 是 一 种 线性 关系 。 在 同样 条 件 下 ， 四 槽 叶轮 抄 拌 
引起 酶 失 活 最 大 ， 刊 力 叶 轮 次 之 ,平板 叶轮 搅拌 引起 的 酶 失 活 最 小 ， 这 与 搅拌 造成 的 流体 剪 
切 程度 相符 。 
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6.4.3 低 剪 切 反 应 器 的 设计 


许多 微生物 ， 特 别 是 丝 状 微生物 及 动物 、 植 物 细胞 对 剪 切 作用 非常 敏感 ， 因 此 开发 低 剪 
切 并 且 混 合 、 传 质 效果 好 的 反应 器 已 成 为 反应 器 发 展 的 方向 之 一 。 目 前 低 剪 切 生物 反应 器 的 
开发 一 方面 是 通过 对 传统 反应 器 特别 是 搅拌 反应 器 的 改造 ; 另 一 方面 是 开发 全 新 的 反应 器 。 

1. 搅拌 生物 反应 器 中 搅拌 器 的 改 型 ”尽管 目前 已 开发 出 许多 新 型 反应 器 ， 但 由 于 搅拌 
生物 反应 器 的 灵活 性 、 操 作 方式 的 多 样 性 ， 特 别 是 涉及 高 黏度 非 咎 顿 型 发 酵 液 ， 它 更 有 独特 
的 优点 ， 因 此 它 在 生物 技术 实验 室 及 整个 发 酵 工 业 领 域 仍 占据 统治 地 位 ， 这 种 情况 在 可 预见 
的 将 来 不 会 改变 。 

搅拌 反应 器 中 良好 的 搅拌 器 应 该 具有 良好 的 固体 悬浮 能 力 、 液 体 混合 能 力 及 气体 分 散 能 
力 。 对 剪 切 敏 感 的 细胞 ， 还 要 求 搅拌 产生 的 剪 切 温和 。 

从 20 世纪 50 年 代 至 今 ， 搅 拌 反应 器 中 搅拌 器 绝 大 部 分 采用 六 叶 圆 盘 涡轮 桨 ， 由 于 它 分 
散 气体 能 力 较 好 ， 因 此 在 早期 发 酵 饶 规 模 较 小 的 情况 下 能 扬长 避 短 ， 盛 行 一 时 。 它 产生 的 流 
型 为 径 向 流 ， 搅 拌 产生 的 剪 切 应 力 较 大 ， 特 别 是 在 桨 附近 。 

随 着 发 醇 规 模 的 扩大 及 各 种 新 的 发 酵 过 程 特别 是 动 、 植 物 细胞 培养 的 发 展 ， 人 们 对 涡轮 
桨 缺点 的 认识 越 来 越 全 面 。 随 着 流体 力学 研究 的 深入 及 对 混合 过 程 的 理解 ， 一 些 新 型 搅拌 器 
不 断 出 现 ， 其 中 以 轴 向 流 式 加 形 搅拌 桨 为 主 。 轴 向 流 搅拌 桨 能 量 消耗 低 ， 轴 向 速度 大 ， 主 体 
循环 好 ， 全 钢 混 合 好 ， 剪 切 应 力 温和 。 具 有 代表 性 的 轴 向 流 搅拌 浆 有 Prochem Maxflo T 和 
Lightnin A315 (图 6-28)。 


AS 
(a) (b) 
图 6-28 两 种 典型 的 轴 向 流 搅拌 桨 
(a) Lightnin A315 搅拌 器 ; (b) Prochem Maxflo 搅拌 器 
丝 状 真 菌 嗜 食 链 和 孢 菌 ( Neurospora sitophila) 能 将 木质 纤维 素 农 作物 秸秆 转化 成 含 蛋 白 
质 丰 富 的 食品 与 饲料 ， 但 该 菌 对 剪 切 应 力 比较 敏感 ， 在 75L 涡轮 搅拌 桨 发 醇 负 中 发 酵 结果 如 
表 6-8 所 示 。 
如 果 用 Prochem Maxflo T 轴 向 流 桨 代替 径 向 流 的 涡轮 桨 ， 则 搅拌 转速 为 250r .min 一 时， 生长 
比 速率 为 0.11， 纤 维 素 利 用 率 为 86% 。 即 使 在 搅拌 转速 为 400r* min 时 对 发 酵 仍 无 影响 
表 6-8 ”搅拌 转速 对 丝 状 真菌 Neurospora sitophila 发 酵 的 影响 
转速 (r . min) 粗 蛋 白 (% ) 纤维 素 利 用 素 (% ) 
250 内 31.1 79.8 


300 jk > 69.0 


350 l; ; 3 看 
注 : 为 生长 比 速率 ，pR 为 蛋白 生产 率 
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2. 新 式 非 搅拌 桨 反应 器 的 开发 ”反应 器 液 面 上 的 气泡 破碎 会 产生 很 大 的 剪 切 应 力 ， 能 
杀伤 细胞 。 为 减少 这 种 损伤 ， 开 发 了 一 种 新 式 的 旋涡 式 反应 器 。 通 过 产生 、 膨 胀 并 传递 旋 
涡 ， 在 层 流 下 产生 了 很 好 的 混合 和 传 质 ， 且 能 耗 不 增加 。 该 反应 器 产生 的 剪 切 应 力 很 低 。 

无 泡 式 反 应 器 的 开发 是 另 一 热点 ， 如 管 式微 孔 膜 通气 反应 器 。 该 反应 器 膜 件 采用 硅 橡胶 
管 式 膜 ， 供 氧 及 除去 C0, 的 渗透 能 力 强 ， 但 缺点 是 泡 点 低 ， 操 作 压 力 不 能 过 高 ， 且 机 械 强 
度 较 低 。 该 反应 器 已 有 商业 产品 供应 。 

过 氧化 碳 携 氧 和 CO, 能 力 强 ， 是 良好 的 氧 载体 。 用 聚 醚 乳化 的 饱和 和 氧 的 过 氧化 碳 液 滴 
从 反应 器 的 顶部 滴 下 直到 底部 。 在 该 过 程 中 完成 供 氧 及 去 除 CO,。 这 种 供 氧 方式 不 产生 气泡 
且 无 搅拌 作用 ， 剪 切 应 力 小 。 过 氧化 碳 目 前 已 商品 化 ， 且 在 抗生素 生产 中 获得 成 功 应 用 。 

很 多 生物 细胞 及 酶 对 剪 切 比较 敏感 ， 这 一 特点 成 为 生物 反应 器 研究 开发 的 一 大 难点 。 目 
前 对 剪 切 作用 的 机 制 理解 还 不 够 ， 许 多 实验 结果 不 能 与 流体 力学 理论 联系 起 来 。 今 后 仍 有 必 
要 加 强 剪 切 对 生物 细胞 影响 的 基础 研究 ， 为 生物 反应 器 的 设计 、 开 发 及 操作 提供 依据 。 

实际 发 酵 生 产 中 的 混合 不 只 是 液体 的 混合 ， 表 6-9 列 出 了 几 种 常见 混合 类 型 。 

表 6-9 发 酵 生产 中 几 种 常见 混合 类 型 
类 型 说 明 应 用 实例 
气 - 液 气 、 液 接触 混合 液 相好 氧 发 醇 ， 如 味精 、 抗 生 素 等 发 本 
液 - 固 固 相 颗粒 在 液 相 中 悬浮 | 固定 化 生物 催化 剂 的 应 用 、 架 癣 酵母 生产 酒精 等 


固 - 固 固 相间 混合 固态 发 酵 生产 前 的 拌 料 

液 - 液 互 溶液 体 发 酵 或 提取 操作 

液 - 液 不 互 溶液 体 双 液 相 发 酵 与 茜 取 过 程 
液体 流动 传 热 反应 器 中 的 换 热 器 


6.5 和气 - 液 传 质 动 力学 与 氧 的 传递 


生物 工业 中 的 不 同 生产 工段 ， 都 包含 有 物质 传递 过 程 。 根 据 Weisz 的 观点 : 西 勒 准 数 为 
1， 且 无 任何 扩散 限制 时 ， 细 胞 和 其 他 成 分 的 生物 催化 反应 以 最 大 反应 速率 进行 。 但 事实 上 
是 达 不 到 的 。 

当 反 应 器 中 存在 多 相 时 ， 反 应 速率 不 但 与 化 学 因素 有 关 ， 而 且 与 物理 因素 相关 。 质 量 传 
递 过 程 是 物理 过 程 ， 它 与 化 学 因素 交织 在 一 起 ， 极 大 地 影响 了 实际 反应 速度 。 生 物 反 应 器 中 
的 质量 传递 过 程 主要 为 气 - 液 传递 和 液 - 固 传递 。 气 - 液 传递 主要 是 好 氧 发 酵 过 程 中 的 氧 传 
递 和 CO, 释放 ; 液 - 固 传递 主要 发 生 在 反应 系统 中 含 固 定 化 酶 、 固 定 化 细胞 、 生 物 膜 、 加 
凝 细胞 的 过 程 。 在 固态 发 酵 中 ， 还 存在 气 - 固 传 质 和 气 - 液 - 固 三 相传 质 。 

反应 系统 中 ， 反 应 物 从 反应 液 主体 到 生物 催化 剂 表面 的 传递 过 程 对 生物 反应 过 程 影响 很 
大 ， 特 别 是 基质 的 传 质 速率 低 于 生物 催化 剂 的 反应 速率 时 ， 生 物 催化 剂 的 催化 效率 将 受到 基 
质 传递 速率 的 限制 。 因 而 ， 在 一 些 发 酵 过 程 ， 如 单 细胞 蛋白 (SCP) 和 多 糖 发 酵 中 ， 产 物 的 
生成 速率 可 通过 提高 限制 性 基质 的 传递 速率 来 加 以 改善 。 在 大 多 发 酵 过 程 中 ， 氧 往往 就 是 限 
制 性 基质 之 一 。 

氧 是 一 种 难 溶 气体 ,在 23% 和 1 x105Pa 时 ， 空 气 中 的 氧 在 纯 水 中 的 溶解 度 仅 为 0. 2Smol ， 
m 习 左右 。 由 于 培养 基 中 含有 大 量 有 机 物 和 无 机 盐 ， 实 际 氧 在 液 相 中 的 溶解 度 就 更 低 。 当 菌 
体 浓度 为 105 个 .mm ， 每 个 菌 体 体积 (含水 量 80%) 为 10-“m”( 直 径 5. 8pm) ， 细 胞 呼吸 
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强度 为 2.6x10 mol ( 氧 ) ， kg 干细胞. s- ， 菌 体 密 度 为 1000kg' m“”， 则 每 立方 米 培 
养 基 的 需 氧 量 为 
2.6x10™? x10-™ x10" x1000x (1-80% ) 
=0.052mol ( 氧 ) .m-3 .s-1=187.2mol ( 氧 ) .m-3 .hr-: 
即 在 1m 培养 基 中 每 小 时 需要 的 氧 是 溶解 量 的 750 倍 。 因 此 ， 在 生物 反应 过 程 中 有 效 而 
经 济 地 供 氧 是 极为 重要 的 。 


6.5.1 气 - 液 传 质 


生物 反应 中 的 气 液 传 质 包 括 好 氧 发 酵 中 气相 主体 中 的 氧 到 液 相 主体 的 传递 以 及 厌 氧 生物 
反应 中 甲烷 和 C0, 的 排除 等 。 大 多 数 微生物 发 酵 过 程 为 好 氧 的 ， 而 且 氧 在 水 溶液 中 的 溶解 
度 很 低 ， 要 维持 发 酵 中 正常 的 氧 代谢 ， 必 须 在 过 程 中 始终 保持 氧 从 气相 到 液 相 的 传递 。 氧 的 
传递 在 许多 好 氧 发 酵 中 是 限制 性 步骤。 因此 下 面 以 氧 传递 为 例 进行 讨论 。 

假定 对 于 好 氧 发 酵 ， 只 有 当 氧 进入 细胞 内 部 时 ， 存 在 于 液 相 的 细胞 才能 利用 氧 。 通 和 人 发 
酵 液 的 气体 形成 气泡 ,气泡 中 的 氧 必须 经 历 如 图 6-29 中 的 途径 才能 被 悬浮 在 液体 中 的 微 生 
物 利 用 。 


气泡 内 气 液 界面 
一 人 TAR 
\ G3 1 
) 固 液 界面 。 细胞 之 间 阻 力 
也 加 | l/ke l/ky 
界面 ， 流 体 途 各 
SS 


/ka 细胞 内 阻力 
| 1 


供 氧 一 1 耗 氧 
图 6-29 好 和 氧 发 酵 中 氧 的 传递 
氧 从 气相 到 微生物 细胞 内 部 的 传递 可 分 为 7 个 步骤 : 四 从 气泡 中 的 气相 扩散 ， 通 过 气 膜 


到 气 液 界面 ，@@ 通 过 气 液 界 面 ，@) 从 气 液 界面 扩散 ， 通 过 气泡 的 液 膜 到 液 相 主流 ，@ 液 相 溶 
氧 的 传递 ; 从 液 相 主流 扩散 ， 通 过 包围 细胞 的 液 膜 到 达 细胞 表面 ; @ 氧 通过 细胞 壁 ; @ 微 


生物 细胞 内 氧 的 传递 。 | 气 侧 | 液 侧 | 

经 过 以 上 步骤 后 在 细胞 内 部 发 生 酶 反应 。 通 常 9B 和 一 2 一、 条 | 
@@ 步 的 传递 阻力 是 最 大 的 ， 容 易 成 为 整个 过 程 的 控制 SS 
步骤 。 PoGi 

常见 的 描述 氧 传递 的 模型 有 3 种 。 

(1) 双 膜 理论 ; 双 膜 理论 认为 ， 气 、 液 两 相间 存在 ?| > 一 ”> 
一 个 界面 ， 界 面 两 侧 分 别 为 呈 层 流 状态 的 气 膜 和 液 膜 en 
在 气 、 液 界面 上 两 相 浓度 相互 平衡 ， 界 面 上 不 存在 传递 a i 
阻力 ; 气 、 液 两 相 的 主流 中 不 存在 氧 的 浓度 差 。 氧 在 两 人 


膜 间 的 传递 在 稳定 状态 下 进行 因此 氧 在 气 膜 和 液 膜 间 
的 传递 速率 是 相等 的 (图 630) 。 En 
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(2) 渗透 扩散 理论 : 渗透 扩散 理论 对 双 膜 理论 进行 了 修正 ， 认 为 层 流 或 静止 液体 中 气 
体 的 吸收 是 非 定 态 过 程 ， 液 膜 内 氧 边 扩 散 边 被 吸收 ， 氧 浓度 分 布 随时 间 而 变化 。 
(3) 表面 更 新 理论 : 表面 更 新 理论 又 对 渗透 扩散 理论 进行 了 修正 ， 认 为 液 相 各 微 元 中 
气 液 接触 的 时 间 也 是 不 等 的 ， 而 液 面 上 的 各 微 元 被 其 他 微 元 置换 的 概率 是 相等 的 。 
虽然 后 两 种 理论 比 双 膜 理论 考虑 得 更 为 全 面 ， 从 瞬间 和 微观 的 角度 分 析 了 传 质 的 机 制 ， 
但 由 于 双 膜 理论 较 简 单 ， 所 用 的 参数 少 ， 因 此 根据 双 膜 理论 发 展 起 来 的 应 用 更 为 广泛 。 
下 面 以 双 膜 理论 为 基础 来 讨论 氧 的 传递 。 根 据 双 膜 理 论 ， 氧 传递 阻力 来 自 气 膜 和 液 膜 。 
气 膜 侧 的 氧 质量 通 量 (Ne) 为 
Ne = qe/A = kic(poc -poci) (6-69) 
式 中 ; poe 和 poc; 分 别 为 气 膜 侧 的 气相 主体 中 的 氧 浓度 和 气 液 界面 上 的 氧 浓度 ; je 为 气相 传 
质 系数 ; ge 为 气 膜 侧 氧 的 总 传递 速率 ; 4 为 气 液 界面 面积 。 
类 似 于 气 膜 人 出， 液 膜 侧 的 氧 质量 通 量 (和 NV.) 为 
Ni = qr./A = hi(cor - cor) (6-70) 
式 中 : i 为 液 相 传 质 系数 ; cou 和 cor 分 别 为 液 膜 侧 的 气 液 界 面 氧 浓度 和 液 相 主体 中 的 氧 浓 
度 。 定 态 下 通过 气 膜 和 通过 液 膜 的 速率 相同 : 
kc(poc -Poci) = 后 (cou - cor) (6-71) 
由 于 界面 浓度 不 易 测定 ， 因 此 用 液 相 参 数 关联 的 总 传 质 系数 后 和 总 推力 (co - cor ) 
表示 Ne 为 : 
Ne = Ni = hh(cow -cor) = hi(cor - cor) (6-72) 
式 中 : co 为 液 相 主体 浓度 ， 可 方便 地 测定 ; cor 为 与 气相 分 压 相 平衡 的 液 相 浓度 ， 由 Henry 定 
律 co = Hpoc 计算 ; H 为 Henry 常数 ; poc 为 气相 主体 分 压 ， 也 可 测定 。 
根据 式 (6-72) 可 得 到 液 相 总 传 质 系数 Ki 与 液 相 传 质 系数 和 气相 传 质 系数 ie 之 间 
的 关系 : 
1 _ 1 1crcu 1 1 


三 十 三 + (6-73) 
K hk kopoo -po ki keM 


式 中 , M = 万 = 4 一 Poe 。 对 微 深 气 体 ，M 远大 于 1， 因 此 


天 一 说 
几乎 所 有 的 阻力 来 自 于 液 膜 侧 的 质量 传递 。 因 此 在 描述 气 液 传 递 时 通常 就 用 后 代 
奉天 。 


6. 5.2 摄 氧 率 


单位 体积 发 酵 液 的 氧 消耗 速率 称 为 摄 氧 率 (oxygen uptake rate，OUR)。 当 过 程 受 氧 的 
限制 时 ， 可 将 氧 视 为 限制 性 底 物 ， 遵 循 Monod 方程 ， 则 摄 氧 率 (OUR) 为 
Ck Cor 
A Wo Ko + cor WY 
式 中 : Yo 为 每 消耗 1mol 氧 所 生成 的 细胞 量 ; cx 为 细胞 浓度 ; wu 为 最 大 生长 比 速率 ; cor 为 
液 相 氧 浓度 ; Ko 为 氧 的 Monod 常数 。 
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单位 发 酵 液体 积 内 的 氧 传递 速率 为 


& 三 人 = kL(cor - cor) = hia( cor - cor) (6-75) 


式 中 , ga =4A/Vi.， a 为 每 单位 体积 液体 的 气 液 界面 面积 ; 整个 反应 器 的 平均 氧 传递 速率 
(gn) 为 


gs = (1/V) | dm (6-76) 
稳定 状态 时 氧 的 传递 速率 与 氧 的 消耗 速率 相等 ， 因 此 : 


kateo 一 和 三 1 c cor (6:77Y 
LQ\ CoL oO 二 区 xHm KK ior 


从 上 式 可 知 ， 最 大 可 能 的 传 质 速率 为 haci, ， 最 大 的 摄 氧 率 为 (1/Yyo) cxxs。 当 
kLacdr 还 远大 于 (1/Yyo) cx 时， 主要 的 限制 来 自 于 代谢 ， 反 应 受 生物 速率 限制 。 当 co 
趋 于 零 时 ， 反 应 受 传 质 限制 。 

当 氧 传递 为 反应 的 限制 性 步骤 时 ， 比 生长 速率 4 是 cu 函数 。 当 co 大 于 临界 氧 浓度 
coLei( 约 为 3Ko) 时 ， 生 物 的 氧 摄取 速率 受 其 他 因素 限制 , 不 再 是 溶 氧 的 函数 。 

表 6-10 为 25%C 下 9. 8kPa 的 氧 溶 于 水 中 的 平衡 溶解 度 。 当 发 酵 液 的 性 质 接近 于 水 的 时 候 
可 用 该 表 的 数据 获得 co ， 但 需 注 意 表 中 所 列 的 数据 是 用 纯 氧 得 到 的 ， 而 实际 发 酵 中 通常 用 
的 是 空气 ， 根 据 Henry 定律 ，c6 约 为 表 中 数据 的 20% 。 

表 6-10 9. 8kPa 下 氧 溶 于 水 中 的 溶解 度 


温度 (5 ) 


水 中 氧 的 溶解 度 (mmol . 工 -…) 


当 连 续 稳定 状态 通气 操作 时 ， 整 个 反应 器 的 平均 传 氧 率 可 由 下 式 得 到 : 
OUR, = (Fipoyin ~ Poposom) A (VLRT) (6-78) 
式 中 :FR 、 了 ,分别 为 进入 和 离开 反应 器 的 空气 的 体积 流量 ; po, ;和 po 分 别 为 进入 和 离开 
反应 器 的 氧 分 压 ， Vi 为 发 酵 液 气 液 混合 体积 ; R 为 气体 常数 ; 7 为 绝对 温度 。 


6.5.3 体积 传 质 系 数 


体积 体质 系数 ( 心 a) 是 两 个 参数 的 乘积 ， 由 于 分 别 测定 和 a 的 数据 比较 困难 ， 实 
际 测 定 中 常 将 它们 并 为 一 项 ， 称 为 体积 传 质 系数 ， 单 位 为 hb。 影响 a 的 因素 很 多 ,与 
反应 器 的 结构 、 发 酵 液 的 理化 性 质 、 输 入 功率 等 都 有 关 。 归 纳 起 来 常见 的 右 a 测定 方法 有 
3 种。 

1. 亚 硫 酸 盐 法 ” 它 是 一 种 冷 态 测定 法 ,通常 用 CMC 或 黄 原 胶 模 拟 发 酵 液 的 物理 性 质 ， 
加 入 一 定量 的 亚硫酸钠 ， 利 用 亚硫酸钠 在 Cu** 或 Co’ 的 催化 下 与 氧 发 生 快 速 反应 的 原理 进 
行 测定 。 反 应 如 下 : 

(1) 2Na SO + 0, -ce 2 Na,SO, 

(2) Na,S0; +L, +H,0——>Na,S0, +2HI 

(3) 2NaSO, +L —— Na,S,06 +2Nal 

当 模 拟 介质 中 Na,SO, 的 浓度 在 0.018 ~ 0. 45mol . L-! 的 范围 内 ,温度 为 20 ~45% 时 ， 
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式 (1) 的 反应 速率 与 Na,SO, 的 浓度 无 关 ， 且 远 远 大 于 和 氧 的 传递 速率 。 液 相 中 的 溶 氧 浓度 
为 零 ， 氧 传递 为 整个 过 程 的 控制 步骤 。 因 此 用 矶 量 法 测定 亚硫酸钠 消耗 的 速率 可 求 得 氧 传递 
速率 gq。 
4 = hacor (6-79) 

测定 通常 在 发 酵 缸 里 进行 ，0. Smol . L-! 的 亚硫酸钠 至 少 需 要 加 入 0. 003mol . LiCu+ 。 
从 第 一 个 鼓 人 的 气泡 开始 计时 ， 反 应 4 ~20min， 定 时 取样 。 将 样品 与 过 量 的 标准 碘 液 混合 ， 
与 氧 反应 剩余 的 亚硫酸钠 全 部 与 碘 作 用 ， 反 应 如 式 (2) 。 剩 余 的 标准 碘 浓 液 用 标准 硫 代 硫 
酸 钠 滴 定 ， 反 应 如 式 (3) 所 示 。 根 据 计 量 学 由 硫 代 硫酸 钠 的 消耗 量 可 计算 出 亚硫酸钠 与 氧 
反应 的 消耗 量 。 

亚 硫 酸 盐 法 具有 一 定 的 局 限 性 ， 首 先 模拟 溶液 的 物化 性 质 不 可 能 与 实际 发 酵 液 完全 相 
同 ， 此 外 ， 该 法 要 求 较 高 的 离子 浓度 ， 而 高 离子 浓度 会 使 界面 面积 和 传 质 系 数 减 少 。 但 此 法 
简便 ， 在 人 研究 反应 器 的 性 能 、 放 大 和 操作 条 件 的 影响 时 是 很 有 用 的 。 


2. 动态 法 ” 它 是 热 态 测定 法 ， 是 依据 氧 的 物料 衡 算 进行 的 。 对 好 氧 间 歇 发 酵 ， 微 生物 
生长 旺盛 时 期 ， 单 位 发 酵 液 体积 的 氧 衡 算 为 
or = hia( ct ~- cor) ~ ro,cx (6-80) 


式 中 : ro, 为 细胞 呼吸 速率 [g (0,) . g (细胞 ) . h”']; cor 为 溶 氧 (dissolved oxygen， 
DO) 浓度 ; cx 是 细胞 浓度 ; ro,cx 是 摄 氧 率 。 在 溶 氧 水 平 不 再 随时 间 发 生变 化 后 ， 突 然 停止 
供 气 和 搅拌 ，DO 将 随时 间 下 降 。 此 时 的 氧 衡 算式 为 
de 元 
de 
DO 与 时 间 4 曲线 的 斜率 即 为 摄 氧 率 OUR， 即 上 式 中 的 - ro,cx 。 然 后 再 通 和 人 空气 和 搅 
拌 ，D0O 将 随时 间 : 上升， 此 时 的 氧 衡 算 为 式 (6-80) ， 此 时 测定 的 Aco/At 即 为 式 (6-80) 
中 dco/dt。 将 两 个 过 程 测定 的 值 结合 起 来 ， 可 得 线性 关联 式 。 
Cor = co i 2 绿 ruexj (6-82) 
根据 式 (6-82) 进行 的 测定 是 点 值 ， 由 于 试验 误差 及 其 他 偶然 因素 ， 一 个 点 的 值 不 可 
靠 ， 因 此 应 在 co ~i 曲线 中 取 多 组 cor ~ AcorA: 数据 进行 回归 ，Ai 的 间隔 越 小 越 精确 。 对 
不 同 取 样 时 间 i， 将 上 式 写 成 离散 的 形式 为 


* 1 AG) 
re ee 


= — ro,cx (6-81) 


可 得 若干 组 cos ~ (Acu ),/ (Ai) 数据， ou 对 A[ 人 ruex ] 作 图 回归 得 到 的 斜 


(人 At)， 
率 为 -1/ka, 了 轴 上 的 截 距 为 co 。 
该 法 测 得 的 值 虽 为 实际 发 酵 过 程 中 的 值 ， 但 还 是 具有 一 定 的 局 限 性 。 首 先 此 法 在 DO 低 
于 微生物 临界 深 氧 浓度 时 不 能 用 ， 因 为 此 时 过 程 受 传 质 限制 ， 停 止 通 氧 时 测 得 的 摄 氧 率 不 为 
常数 ; 其 次 测定 摄 氧 率 时 用 的 式 (6-81) 是 假定 界面 面积 a 为 零 的 ， 实际 上 停止 通气 后 ， 发 
酵 液 中 的 气泡 并 不 会 马上 消失 ， 也 就 是 户 a 不 会 马上 变 为 零 ， 因 此 cu 对 + 的 关系 在 开始 可 能 
不 成 直线 。 
有 许多 研究 者 采用 冷 态 测定 的 方法 ， 此 时 式 (6-82) 等 式 右边 最 后 一 项 为 零 ， 试 验 
215 


生物 反应 工程 原理 


和 数据 处 理 比 热 态 测定 更 加 简单 ， 不 过 实测 值 与 发 酵 实 际 情况 相差 较 大 ， 因 为 模拟 介质 
只 能 模拟 发 酵 过 程 某 一 阶段 的 流体 状况 ， 而 且 发 酵 过 程 中 产生 的 菌 体 和 复杂 的 代谢 产物 
对 流体 性 质 影响 很 大 ， 难 以 模拟 。 但 是 冷 态 方法 影响 因素 少 ， 数 据 规律 性 强 ， 仍 是 常用 
的 研究 方法 。 

3. 定 态 法 ” 当 发 醇 连续 操作 ， 且 达到 定 态 时 , 铅 内 菌 浓 度 为 常数 ， 溶 氧 浓 度 DO 也 不 
随时 间 变 化 。 此 时 可 根据 氧 的 物料 衡 算 ， 直 接 测 定 DO 的 摄 氧 率 OUR， 而 得 到 ha。 此 时 的 
物料 衡 算 方程 为 

OUR。= kia(cor - cor) (6-84) 

用 式 (6-78) 对 整个 反应 器 作 氧 衡 算 。 

用 流量 计 测定 连续 发 酵 缸 〈( 即 恒 化 器 ) 的 进 、 出 口 流 量 ， 用 气相 色谱 分 析 进 、 出 口气 
相 中 的 氧 ， 即 可 用 式 (6-84) 算出 OUR， 代 入 式 (6-83 ) 。 用 深 氧 浓度 电极 在 线 检测 DO， 
就 可 用 式 (6-83) 算出 ha。 

对 小 反应 器 ，(cu -cor) 在 器 内 的 变化 很 小 。 大 反应 器 的 液 导 有 一 定 的 深度 ， 底 部 和 顶部 
的 (co -cor) 差别 较 大 ， 这 时 (cu -cor) 应 取 顶 部 和 底部 (co -cor) 的 对 数 平均 值 。 


6. 5.4 ”有关 传 质 系数 的 关联 


传 质 系数 是 物理 性 质 和 反应 器 几何 条 件 的 函数 。 由 于 多 相 混 合流 体力 学 的 复杂 性 ， 根 据 
纯 理 论 基础 得 出 有 用 的 关系 式 几 乎 是 不 可 能 的 。 因 此 ,通常 由 实验 数据 来 得 到 经 验 关系 式 。 
关系 式 由 无 因 次 数 群 构成 ， 可 用 于 放大 。 

以 下 为 气 液 传 质 系数 关系 式 中 常用 到 的 无 因 次 准 数 : 
总 的 质量 传递 _ Dy 


Sherwood 准 数 , Sh = 扩散 传递 “一 万， (6-85 ) 
_ 动量 传递 系数 ”人 
Schmidt 准 数 , Se = 质量 扩散 系数 “pcDw (6-86) 
重力 ne ki.D3pcgAp 
Grashof 准 数 ,Gr = 坷 廊 = 人 (6-87 ) 


式 中 : Ds 为 A 在 组 分 B 中 的 扩散 系数 ; y, 为 连续 相 黏度 ; pe 为 连续 相 密 度 ; D。 为 Sauter 平 
均 直 径 。 由 下 式 计算 : 
Ds = Snp/ Sn (6-88) 

式 中 ;DD, 为 测定 的 气泡 直径 ; n; 是 直径 为 也 的 气泡 的 个 数 。 

不 同 大 小 气泡 的 i 可 由 经 验 式 计算 ， 扩 散 系 数 Dg 对 i 的 影响 呈 1/2 次 方 或 2/3 次 方 
的 关系 ， 而 根据 3 种 传 质 机 制 : 双 膜 理论 、 渗 透 扩 散 理 论 和 表面 更 新 理论 ，Dis 对 六 的 关系 
为 1/2 ~1 次 方 ， 正 好 是 相符 的 。 

需要 强调 的 是 ， 经 验 式 是 在 特定 的 实验 条 件 下 获得 的 。 式 中 常数 项 与 介质 、 物 理 条 件 、 
反应 器 形状 和 大 小 、 操 作 方法 等 有 关 ， 因 此 对 不 同 的 系统 ， 应 通过 自己 的 实验 来 回归 系数 和 
指数 。 

i 还 与 气泡 直径 和 局 部 水 力学 条 件 有 关 。 从 传 质 观点 看 ， 生 物 反 应 器 中 的 气泡 运动 可 
以 分 为 两 类 : 气泡 自由 上 升 型 (如 鼓 泡 塔 、 气 升 式 发 酵 缸 以 及 工业 规模 的 搅拌 缸 ) 和 高 注 
动 型 (主要 为 实验 室 小 规模 搅拌 缸 ) 。 大 型 搅拌 饶 的 传 质 很 少 受 叶轮 周围 的 汕 动 条 件 影响 ， 
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因此 归 类 于 气泡 自由 上 升 型 。 

在 低 黏度 、 低 密度 发 酵 液 的 培养 中 ， 平 均 气 泡 直径 为 0.5 ~3mm。 但 在 较 高 的 细胞 浓度 
(大 于 5g* L"') 或 醇 浓度 (如 乙醇 ) 下 ， 平 均 气 泡 直 径 趋 于 低 值 (0.5 ~ 1. 2mm) 。 在 黏 性 
介质 中 ， 气 泡 在 反应 器 中 的 停留 时 间 长 ， 对 传 质 作用 很 小 ， 会 给 估计 ka 值 带 来 影响 。 

在 水 一 类 的 介质 中 ， 单 气泡 上 升 速度 为 4~25cm/s; 气泡 直径 小 于 2mm 时 ， 速 度 随 气 
泡 直径 增 大 而 增 大 ， 当 直径 达 2mm 后 ， 上 升 速度 变 平缓 。 

低 密度 单 细胞 培养 的 黏度 与 水 接近 ， 但 由 于 介质 中 有 细胞 ， 除 直径 大 于 3mnm 的 气泡 外 ， 
多 数 气 泡 都 是 刚性 的 ， 上 升 速度 明显 减 小 。 

非 牛 顿 型 流体 的 气泡 平均 直径 要 大 得 多 (忽略 不 运动 的 小 气泡 ) 。 

通气 发 酵 中 微生物 细胞 的 密度 多 数 在 1 ~50g * L-! 范 围 内 。 单 细胞 微生物 如 酵母 和 细菌 
的 呼吸 速率 为 100 ~600mg ' g-'. h ”的 水 平 。 多 数 细菌 的 呼吸 酶 都 在 细胞 膜 上 ， 和 氧 也 主要 
消耗 在 那里 。 酵 母 呼吸 发 生 在 细胞 内 部 ， 氧 要 扩散 通过 细胞 膜 才 能 被 利用 。 微 生物 细胞 有 吸 
附 在 界面 的 趋势 ， 会 影响 界面 处 氧 的 传递 ,产生 3 种 不 同 的 作用 : 由 反应 而 增加 吸收 ; 改变 
界面 处 氧 的 扩散 系数 而 降低 ; 改变 界面 处 水 力学 性 质 。 研 究 还 表明 ， 许 多 微生物 有 直接 
从 气相 摄取 氧 的 能 力 ， 在 酵母 发 酵 中 就 发 现 了 这 种 现象 。 高 密度 培养 中 ， 这 种 作用 更 加 
重要 。 

影响 的 因素 很 多 ， 除 扩散 系数 和 水 力学 条 件 外 ， 还 有 液体 黏度 、 表 面 活性 剂 、 电 解 
质 和 消 泡 剂 等 。 因 此 虽然 点 的 关联 式 很 多 ， 但 多 数 不 能 套用 ， 而 应 当 根据 具体 情况 进行 修 
正 。 例 如 ， 计 算 搅 拌 饶 的 点 ， 忽 略 功率 消耗 和 气体 流动 的 影响 ，25% 下 氧 在 水 中 的 传 质 系 
数 训 为 4.58 x10 一 ms ， 而 根据 涡轮 桨 单位 体积 功率 消耗 的 经 验 式 计 算 的 态 却 在 7.3x 
10-4 ~3.4x10-3m.s-: 内 变化 。 


6.5.5 界面 面积 的 测定 


界面 面积 的 测定 方法 有 照相 法 、 光 导 法 和 毛细 管 法 等 。 
1. 照相 法 ”直接 从 照片 上 量 出 各 气泡 的 直径 ， 然 后 根据 式 (6-88) 计算 出 Souter 平均 
值 D;,。 根 据 D;, 和气 含 率 甩 计算 界面 面积 : 
a = 6H/D;, (6-89) 
照相 法 是 几 种 方法 中 最 直接 的 ， 但 要 得 到 清晰 的 照片 较 困 难 ， 且 读 图 很 费时 。 显 微 照 相 
装置 如 图 6-31 所 示 。 
该 装置 适用 于 确定 0. 1 ~3mm 的 气泡 。 装 置 包括 电机 驱动 的 照相 机 、 引 伸 管 、4 倍 放 大 
的 物镜 和 一 个 防护 镜 (用 以 限制 物镜 和 目标 平面 间 散 布 的 气泡 和 干扰 )。 用 带 光 纤维 镜片 的 
电子 快门 将 目标 照 亮 ， 同 时 照 下 移动 的 气泡 。 
2. 光 导 法 ” 当 一 束 光 通过 气 液 分 散 区 域 时 ， 光 会 被 气泡 分 散 ， 吸 光 率 的 全 数 与 单位 体 
积 的 界面 面积 成 正比 。 
17ZXT = ml + maoQ (6-90 ) 
理论 上 ， 只 要 气泡 是 近似 球形 的 ， 则 mi 为 1，m, 为 与 气泡 大 小 无 关 的 常数 。 
光 导 法 较为 常用 ， 可 用 于 在 线 检测 ， 测 定 较 快 。 
光 导 法 中 的 探头 由 镜 化 处 理 的 玻璃 棒 构 成 或 由 光 导 纤维 镜片 构成 。 图 6-32 是 光 导 装置 
的 示意 图 。 该 装置 由 分 光 光 度 计 和 软 光 导 纤维 镜片 构成 。 
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B 
F 
D 
E 
图 6-31 显 微 照相 示意 图 图 6-32 光 导 技术 示意 图 
A: 照相 机 ; B: 引伸 管 ; C: 闪光 ; A: 灯泡 ; B: 摄影 管 ，C: 分 散 板 ; 
D: 物镜 ; E: 防护 置 ; F: 纤维 散光 导向 装置 D: 波长 四 凸轮 ; E: 探头 


3. 毛细 管 法 ”将 带 喇 叭 头 的 毛细 管 插 入 气 液 混 合 液 中 ,喇叭 头 用 以 捕 集 流 经 的 气泡 ， 
避免 气泡 破碎 。 气 泡 通过 毛细 管 时 ， 用 红外 线 测定 。 该 法 适用 于 测定 较 小 的 气泡 。 


6.6 ”热量 传递 


热 是 能 量 的 一 种 形式 ， 热 量 的 传递 是 由 于 温差 引起 的 ， 热 量 从 高 温 区 传递 到 低温 区 。 根 
据 传 热机 制 的 不 同 ， 热 传递 的 方式 可 分 为 3 种 传导、 对流 和 辐射 ， 传 热 可 依靠 其 中 的 一 种 
或 几 种 方式 同时 进行 。 生 物 反 应 过 程 中 温度 的 调节 与 保持 、 过 多 反应 热 的 移 除 、 灭 菌 等 都 离 
不 开 传 热 ， 可 以 说 热量 的 传递 是 一 切 生 物 过 程 的 保障 。 


6. 6.1 传 热 原理 


1. 热传导 又 称 导 热 ， 指 的 是 物体 各 部 分 之 间 不 发 生 相 对 位 移 ， 仅 借助 分 子 、 原 子 或 
自由 电子 等 微观 粒子 的 热 运动 而 引起 的 热量 传递 过 程 。 热 传导 在 固体 、 液 体 和 气体 中 均 可 进 
行 ， 但 其 微观 机 制 因 物 态 而 异 。 在 非 金属 国体 和 大 部 分 液体 中 ， 热 传导 是 依靠 原子 或 分 子 在 
其 平衡 位 置 附近 的 振动 即 唱 格 结构 的 振动 来 实现 的 ; 在 气体 中 ， 热 传导 是 由 于 分 子 的 不 规则 
运动 而 引起 的 ; 而 金属 固体 则 主要 依靠 自由 电子 的 运动 进行 导热 。 固 体 的 导热 能 力 与 自由 电 
子 的 浓度 有 直接 关系 在 非 金属 固体 中 ， 自 由 电子 很 少 ， 而 各 种 合金 中 的 自由 电子 浓度 变化 
很 大 。 因 此 ， 毫 无 疑问 ， 纯 金属 是 最 好 的 热 导 体 。 主 要 依靠 导热 方式 传 热 的 例子 有 通过 换 热 
器 或 冷冻 器 壁 的 传 热 等 。 

2. 热 对 流 ” 它 是 依靠 流体 各 部 分 之 间 发 生 相对 位 移 而 进行 的 热 传 递 。 在 流体 中 产生 对 
流 的 原因 有 : 一 是 自然 对 流 ， 即 由 于 流体 中 各 处 的 温度 不 同 而 引起 密度 的 差别 ,使 轻 者 上 
浮 ， 重 者 下 沉 ， 流 体质 点 产生 相对 位 移 而 发 生 对 流 ; 二 是 强制 对 流 ， 即 由 于 泵 、 风 机 或 搅拌 
等 外 力作 用 所 引起 的 质点 强制 运动 。 

热 对 流 只 发 生 在 流体 中 ,但 在 化 工 传 热 过 程 中 ,流体 流 过 固体 壁面 时 常 产 生 对 流 和 传 热 
联合 作用 ， 即 热 由 流体 传 到 固体 表面 (或 反之 ) ， 通 常 将 这 一 过 程 称 为 对 流传 热 。 对 流传 热 
的 特点 是 靠近 壁面 的 流体 层 依靠 热传导 方式 传 热 ， 而 在 流体 主体 中 则 主要 依靠 对 流 方式 传 
热 。 由 此 可 见 ， 对 流传 热 与 流体 流动 状况 密切 相关 ， 由 于 热 对 流 总 伴随 着 热传导 ， 因 此 , 一 
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般 并 不 讨论 单纯 的 热 对 流 ， 而 是 着 重 讨论 具有 实际 意义 的 对 流传 热 。 

3. 热 辐 射 ” 辐 射 依靠 电磁 波 的 形式 在 空间 传递 热量 ， 它 与 导热 和 对 流传 热 的 不 同 点 在 
于 辐射 不 需要 任何 介质 ， 所 有 物体 (包括 固体 、 液 体 和 气体 ) 都 能 将 热能 以 电磁 波 的 形式 
发 射出 去 。 辐 射 到 男 一 个 物体 的 热能 可 以 部 分 地 被 反射 、 被 透 过 或 被 吸收 ， 只 有 被 吸收 的 辐 
射 热能 才能 使 这 一 物体 变 热 。 

自然 界 中 一 切 物体 都 在 不 停 地 向 外 发 出 辐射 能 ， 同 时 又 不 断 地 吸收 来 自 其 他 物体 的 辐射 
能 ， 并 将 其 转变 为 热能 。 物 体 之 间 相 互 辐射 和 吸收 能 量 的 总 结果 称 为 辐射 传 热 。 由 于 高 温 物 
体 发 射 的 能 量 比 吸收 的 多 ， 而 低温 物体 则 相反 ， 从 而 使 净 热 量 从 高 温 物体 传 向 低温 物体 。 辐 
射 传 热 的 特点 是 : 不 仅 有 能 量 的 传递 ， 而 且 还 有 能 量 形式 的 转换 ， 即 在 放 热 处 ， 热 能 转变 为 
辐射 能 ， 以 电磁 波 的 形式 向 空间 传送 ; 当 遇 到 另 一 个 能 吸收 辐射 能 的 物体 时 ， 即 被 其 部 分 地 
或 全 部 地 吸收 而 转变 为 热能 。 应 当 指 出 的 是 ， 任 何 物体 只 要 在 绝对 零度 以 上 ， 都 能 发 生 辐射 
能 ,但 是 只 有 在 物体 温度 较 高 时 ， 热 辐射 才能 成 为 主要 的 传 热 方 式 。 


6. 6.2 稳 态 传 热 


根据 能 量 守恒 定律 ， 总 能 量 衡 算 方 程 可 表示 为 ， 丸 积 的 能 量 速率 = 输入 的 能 量 速率 - 输 
出 的 能 量 速率 。 稳 态 传 热 指 累积 能 量 等 于 零 的 传 热 过 程 ， 即 输入 的 能 量 速率 = 输出 的 能 量 速 
率 。 所 谓 稳 态 传 热 过 程 ， 其 传 热 速率 在 任何 时 刻 都 是 常数 ， 并 且 系统 中 各 点 的 温度 不 随时 间 
变化 。 稳 态 传 热 的 不 同 传 热 方式 的 表达 式 为 微分 表达 式 ， 如 传 里 时 ( Fourier) 定律 等 。 
1. 热传导 
1) 传 里 叶 定律 ， 对 于 化 工 的 3 种 主要 传递 过 程 一 动量 传递 、 热 量 传递 和 质量 传递 过 
程 ， 传 递 速率 的 基本 方程 都 可 以 表示 为 
过 程 传 北 速 率 = 过 程 推动 力 
过 程 传递 速率 = :和 和 有 
因为 热传导 主要 是 一 种 分 子 现象 ， 是 微观 粒子 运动 特性 的 表现 ， 因 此 依靠 导热 传递 热量 
也 遵循 这 个 方程 ， 其 过 程 推动 力 即 为 温度 差 。 可 表示 为 傅 里 叶 定律 的 形式 ， 即 ; 
A (6-91) 
式 中 ,0 为 单位 时 间 在 * 方向 上 的 导热 速率 〈W) ， 其 方向 与 温度 梯度 相反 ; 4 为 与 热流 广 
向 相 垂直 的 等 温 表面 的 面积 (me2) ; 为 热 导 率 (W. m-! K- ); 下 为 x 方向 的 温度 梯度 ; 


Q/4 为 热 通 量 ， 即 在 x 方向 上 单位 时 间 通 过 单位 面积 的 热量 (W . m 一) ， 可 用 9 表示 ; x 为 
热量 传递 的 最 短 距 离 (m) ; 方程 中 的 负 号 表示 热流 方向 总 是 和 温度 梯度 的 方向 相反 。 
2) 热 导 率 : 式 (6-91) 可 改写 为 


= 
k -一 (6-92) 
dx 
式 (6-92) 即 为 热 导 率 的 定义 式 ， 由 式 (6-92) 可 知 ， 热 导 率 在 数值 上 等 于 单位 温度 梯度 下 


的 热 通 量 。 热 导 率 是 物质 的 物理 性 质 之 一 ， 表 征 了 物质 导热 能 力 的 大 小 ， 其 数值 和 物质 的 组 
成 、 结 构 、 密 度 、 温 度 以 及 压强 有 关 。 由 导热 系数 的 定义 式 ， 可 用 实验 方法 测定 各 种 物质 的 
热 导 率 。 表 6-11 给 出 了 一 般 情况 下 各 类 物质 的 热 导 率 的 大 致 范围 ， 表 6-12 给 出 了 一 些 物 质 
的 热 导 率 。 由 表 中 数据 可 知 ， 一 般 来 说 ， 金 属 的 热 导 率 最 大 ， 非 金属 固体 次 之 ， 液 体 较 小 ， 
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气体 最 小 。 


表 6-11 物质 热 导 率 (k) 的 数量 级 


热力 学 温度 (K) 


273 
393 
273 
273 


生物 体 和 食物 
橄榄 油 


瘦 牛 肉 
脱脂 乳 
荚果 沸 
俯 鱼 


固体 
冰 


玻璃 纤维 
钢铁 


铜 


固体 不 存在 对 流 流动 问题 ， 因 此 其 热 导 率 可 以 十 分 精确 地 测量 出 来 。 金 属 是 最 好 的 导热 
体 ， 纯 金属 的 热 导 率 一 般 随 温度 升 高 而 降低 。 金 属 的 热 导 率 大 多 随 其 纯度 的 增高 而 增 大 ， 因 
此 ， 合 金 的 热 导 率 一 般 比 纯 金属 要 低 。 非 金属 固体 的 热 导 率 与 温度 、 组 成 及 结构 的 紧密 程度 
有 关 ， 通 常 随 密 度 增 加 而 增 大 ， 随 温度 升 高 而 增 大 。 

液体 可 分 为 金属 液体 和 非 金 属 液体 ， 液 态 金属 的 热 导 率 比 一 般 液体 的 要 高 。 在 液态 金属 
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中 ， 纯 钠 具 有 较 高 的 热 导 率 ， 大 多 数 液态 金属 的 热 导 率 随 温度 升 高 而 降低 。 在 非 金属 液体 
中 ,水 的 热 导 率 最 大 ， 除 了 水 和 甘油 外 ， 液 体 的 热 导 率 随 温度 升 高 略 有 减 小 。 一 般 来 说 ， 纯 
液体 的 热 导 率 比 其 他 溶液 的 要 大 。 必 须 注 意 ， 通 过 实验 确定 的 热 导 率 ， 必 须 是 在 液体 没有 对 
流 流动 的 情况 下 得 出 的 。 液 体 的 热 导 率 随 温 度 的 变化 不 大 ， 通 常 可 用 线性 关系 表示 为 
k=a+bT (6-93) 

气体 的 热 导 率 随 温度 升 高 而 增 大 。 在 相当 大 的 压强 范围 内 ,气体 的 热 导 率 随 压 强 的 变化 
甚 徽 ， 可 以 忽略 不 计 。 只 有 在 过 高 或 过 低 的 压强 ( >2 x10 kPa 或 <3kPa) 下 ， 才 考虑 压强 
4 影响 ， 此 时 随 压 强 增高 ， 热 导 率 增 大 。 气 体 的 热 导 率 很 小 ， 对 导热 不 利 ， 但 有 利于 保温 。 
工业 上 所 用 的 保温 材料 ， 例 如 玻璃 棉 等 ， 就 是 因为 其 空隙 中 有 气体 ， 所 以 其 热 导 率 低 ， 适 于 
保温 隔 热 。 由 于 气体 的 导热 是 通过 分 子 不 断 地 无 规则 运动 ， 彼 此 碰撞 来 交换 能 量 和 动量 而 引 
起 的 ， 而 小 分 子 的 移动 较 快 ， 故 在 气体 中 ,氧气 具有 和 较 高 的 热 导 率 。 

3) 热 扩 散 系数 a : 热 扩散 系数 定义 为 


_ 
PCp 
式 中 : a 为 热 扩 散 系数 (ms 一) ;cp 为 等 压 比热容 (J * kg K-); p 为 密度 (kg : m)。 
4) 几 种 不 同 条 件 下 的 热传导 
(1) 单 层 平 壁 的 热传导 : 如 图 6-33 所 示 ， 假 设 平 壁 材料 均匀 ， 热 导 率 上 不 随 温度 而 变 
化 〈 或 取 平 均 热 导 率 ) ， 平 壁 内 的 温度 仅 沿 垂直 于 壁面 的 x 方向 变化 ,， 平 壁面 积 与 厚度 相 比 
是 很 大 的 ， 故 从 壁 的 边缘 处 损失 的 热量 可 以 忽略 。 因 此 ， 可 以 看 做 是 稳 态 的 一 维 平 壁 热 传 
导 ， 导 热 速率 O 和 传 热 面 积 4 都 为 常数 ， 有 : 


(6-94) 


vy 
由 上 式 可 得 : 
AT _ A7 _ 推动 力 
0=AHA”R ”阻力 00900) 
式 中 : Ax 为 平 壁 厚度 (m) ; A7 为 温度 差 (K)， 它 是 导热 推动 力 。 
由 此 可 得 导热 热 阻 ; 
R = Ax/kA (6-97) 


式 中 ,RR 为 导热 热 阻 (K/W)。 
式 (6-95) 表明 ， 若 用 7 了 代 蔡 7, ,x 代替 x, ， 则 温度 随 距离 呈 线 性 变化 。 


= Th 


6-33 ” 单 层 平 壁 的 热传导 
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式 (6-95) 适用 于 上 为 常数 的 稳 态 热传导 过 程 。 在 实际 实用 中 ， 物 体内 不 同位 置 的 温度 并 
不 相同 ， 因 而 热 导 率 也 随 之 而 异 。 在 工程 计算 中 ， 对 于 各 处 温度 不 同 的 固体 ， 其 热 导 率 可 以 取 
固体 两 侧面 温度 下 的 算术 平均 值 ， 或 取 两 侧面 温度 算术 平均 值 下 的 。 可 以 证 明 ， 当 热 导 率 
温度 呈 线 性 关系 时 ， 用 物体 的 平均 热 导 率 进行 热传导 的 计算 ,不 会 引起 太 大 的 误差 。 

由 式 (6-97) 可 知 ， 系 统 中 任 一 段 的 热 阻 与 该 段 的 温度 差 成 正比 ， 利 用 这 一 关系 可 以 计 
算 界 面 温 度 或 物体 内 温度 分 布 。 反 之 ， 可 以 从 温度 分 布 情 况 判 断 各 部 分 热 阻 的 大 小 。 此 外 ， 
还 可 利用 串 、 并 联 电阻 的 计算 方法 来 类 比 计算 复杂 导热 过 程 的 热 阻 。 

(2) 多 层 平 壁 的 热传导 : 以 三 层 平 壁 为 例 ， 各 层 的 壁 厚 分 别 为 Ax, 、Ax, 、Ax3， 热 导 率 
分 别 为 、k。、h。 假 设备 层 之 间接 触 良 好 ， 即 相 接 触 的 两 表面 温度 相同 ， 各 表面 温度 分 别 
是 Ti、T、 了 、T， 且 7 >7,>7T>7T,。 在 稳 态 传 热 时 ， 通过 各 层 的 导热 速率 必然 相等 ， 可 
写 出 每 一 层 的 Fourier 方程 : 


Q=hA 
可 解 出 每 一 个 方程 的 AT， 
- 0M 0 As 
Meh A AT, 三 .B= = (6-99) 
把 三 个 方程 相 加 ， 消 去 中 间 温 度 7,、7;， 最 后 整理 为 : 


也 -TD 
Axl | 


(6-98) 


加 人 i 
0 Ax， ,A Ax, Ri+R,+R, 和 
hiA ThA kA 


式 (6-100) 即 为 三 层 平 壁 的 传 热 速率 方程 式 。 最 终 ， 热 流速 率 方程 表示 成 总 温差 (7 - 
7T,，) 和 总 热 阻 (R + R,+R) 的 关系 。 
对 n 层 平 辟 ,热传导 速率 方程 式 为 .: 


0 = 一 (6-101) 


式 中 ,下 标 i 表示 平 壁 的 序号 。 

在 上 述 多 层 平 壁 的 计算 中 ， 预 先 假设 了 层 与 层 之 间接 触 良 好 ， 两 个 接触 表面 有 相同 的 温 
度 。 实 际 上 ,不 同 材料 构成 的 界面 之 间 可 能 出 现 明显 的 温度 降低 。 这 种 温度 变化 是 由 于 表面 
粗糙 不 平 而 产生 接触 热 阻 的 缘故 。 因 两 个 接触 面 之 间 有 空 穴 ， 而 空 穴 内 又 充满 空气 ， 因 此 ， 
传 热 过 程 包括 通过 实际 接触 面 的 热传导 和 通过 空 穴 的 热传导 (高温 时 还 有 辐射 传 热 )。 一 般 
来 说 ， 因 和 气体 的 热 导 率 很 小 ， 接 触 热 阻 主要 由 空 穴 造 成 。 

接触 热 阻 与 接触 面 的 材料 、 表 面 粗糙 度 即 接触 面 上 压强 等 因素 有 关 ， 目 前 还 没有 可 靠 的 

论 或 经 验 计算 公式 ， 主 要 依靠 实验 测定 。 表 6-13 为 几 组 材料 的 接触 热 阻 值 。 

表 6-13 几 种 接触 表面 的 接触 热 阻 

接触 面 材料 粗糙 度 (hm) | 温度 表 压强 (atm) | 接触 热 阻 (mm .%.W-) 
人 = 气 2. 54 忆 3<25 2.64x10 一 

( 磨 光 ) ， 254 12 ~25 8.8x10-5 


磨 光 ) ， 0. 25 位 二 25 L810 
( 磨 光 ) ， 1.27 12 ~200 7.0x10 
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(3) 单 层 圆 简 壁 的 热传导 : 圆 简 壁 热传导 与 平 壁 传导 的 不 同 之 处 在 于 圆 简 壁 的 传 热 面 
积 不 是 常量 ， 随 半径 而 变 ， 同 时 温度 也 随 半 径 而 变 (图 6-34) 。 


6-34 ” 单 层 圆 简 壁 的 热传导 


简 壁 ， 其 内 表面 半径 为 r,， 温 度 为 7, ， 外 表面 半径 为 r,， 温 度 为 7,， 有 是 7, > 7,, 管 长 
为 L， 热 量 沿 半径 方向 从 内 表面 传 到 外 表面 。 若 在 圆 简 壁 半 径 7 处 沿 半径 方向 取 微 分 厚度 dr 
的 薄 壁 圆 简 ， 其 传 热 面积 4 可 视 为 常量 ,等 于 27wrL， 同 时 通过 该 薄 层 的 温度 变化 为 47。 则 
Fourier 定律 可 写 为 


0C_ 0 ,dr : 
5 (0192 
整理 并 积分 得 
_y 275L T= 区 二 
J 2 (n=) 和 72 一 六 7 二 7 R 
a kA, 
4 -4 到 
i 2 (6-103) 
2 2 
ln7 ln 站 


A 是 对 数 平均 面积 ， 如 果 4,/A1 <1.5， 工程 上 可 用 算术 平均 面积 (4, +4,) /2 代替 对 
数 平均 面积 ， 其 误差 不 大 于 1.5% 。 若 用 7 代替 r,， 用 7 代替 7,， 由 上 式 可 知 温度 是 lnr 的 
线性 函数 ， 而 不 是 像 在 平板 时 那样 ， 温 度 是 7 的 线性 函数 。 

(4) 多 层 圆 简 壁 的 热传导 : 在 加 工 工业 中 ， 常 见 通过 多 层 圆 简 壁 的 传 热 问题 ， 例 如 通 
过 绝热 管 壁 的 热量 传递 。 假 设 各 层 间 接触 良好 ， 各 层 的 热 导 率 分 别 为 请、 局、 心 。 在 稳 态 导 
热 时 ， 通 过 每 层 管 壁 的 导热 速率 0 应 当 是 相等 的 。 对 于 每 一 同心 圆 简 ， 写 出 与 式 (6-103 ) 
类 似 的 方程 。 


Pe /Re ey 


td eS ly 
hiAs kA hsA,, 
A, = 43 -4, 44 一 43 
4 三 了 和 A -= 工业， 于 = a (6-104) 
A A A 
采用 与 多 层 平 壁 同样 的 方法 ， 合 并 方程 消去 7, 和 7 ， 最 终 方程 为 : 
= 二 
0 = ph R, = EA (6-105) 


可 知 总 热 阻 同样 是 串联 的 各 层 热 阻 之 和 。 
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(5) 通过 并 联 物 体 的 导热 : 若 两 块 平 板 A 和 B 并 联 排列 ， 热 流 的 方向 是 垂直 于 每 块 板 
的 表面 。 则 总 热流 等 于 通过 固体 A 和 固体 B 的 热流 之 和 。 写 出 每 块 板 的 Fourier 方程 并 相 加 ， 
得 总 热流 速率 为 

O=0+0 Sh (6-106) 
A B A A AxA BB Axs 
式 中 : 7T, 和 7 为 物体 A 的 迎面 和 背面 温度 ; 7 和 7 为 物体 B 的 迎面 和 背面 温度 。 
假设 7 = (对 A 和 B 来 讲 ， 迎 面 温 度 是 相同 的 ) ， 并 且 丈 = 有 (背面 温度 相等 ) ， 则 有 
| 和 二 | 
C0 a (a 
例如 ， 加 热 密 的 绝热 砖 墙 A 上 沿 墙 厚度 方向 平行 插入 加 强 用 的 钢 条 B。 虽 然 钢 条 的 截面 
积 As 比 起 绝热 砖 墙 的 面积 4 要 小 得 多 ， 但 金属 的 热 导 率 比 夸大 几 百 倍 ， 所 以 由 钢 条 可 以 导 
出 很 大 一 部 分 热 损 失 。 

另外 一 个 例子 是 用 增加 热传导 的 方法 加 速 肉 的 冷冻 干燥 。 在 冻 肉 中 的 金属 钉子 能 将 热量 
更 快 地 传导 到 肉 里 。 

需要 指出 ， 若 并 联 材料 的 热 导 率 相 差 很 大 ， 则 可 能 出 现 二 维 热流 。 这 样 应 用 上 式 的 结果 
多 少 要 受 一 些 影响 。 

2. 对 流传 热 

1) 对 流传 热 的 分 析 : 如 前 所 述 ， 由 于 流体 质点 的 宏观 运动 引起 的 热 传 递 称 为 热 对 流 。 
当 流 体内 部 温度 分 布 不 均匀 时 必然 发 生 热 传导 ， 因 此 流体 的 热 对 流 总 是 伴随 着 热传导 。 通 
常 ， 将 流体 流 过 固体 壁面 (流体 温度 和 壁面 温度 不 同 ) 时 的 传 热 过 程 称 为 对 流传 热 。 也 就 
是 说 对 流传 热 是 指 流体 与 固体 壁面 间 的 传 热 过 程 ， 它 在 化 工 传 热 过 程 (如 换 热 器 ) 中 最 具 
有 实际 意义 。 由 于 对 流传 热 主要 是 借 流 体质 点 的 移动 和 混合 来 完成 的 ， 因 此 对 流传 热 与 流体 
的 流动 状况 密切 相关 。 

从 流体 流动 的 角度 来 讲 ， 当 流体 流 过 固体 壁面 时 ， 由 于 流体 的 黏 性 作用 ， 使 壁面 附近 的 
流体 减速 而 形成 流动 边界 层 ， 边 界 层 内 存在 速度 梯度 。 当 边界 层 内 的 流动 处 于 滞 流 状态 时 ， 
称 为 滞 流 边界 层 ; 当 边 界 层 内 的 流动 发 展 为 清流 时 ， 称 为 汕 流 边界 层 。 但 是 ， 即 使 是 滑 流 边 
界 层 ， 靠 近 壁 面 处 仍 有 一 膜 层 (滞留 内 层 ) 存在 ,在 此 膜 层 内 流体 呈 滞 流 流 动 。 滞 留 内 层 
和 汕 流 主体 之 间 称 为 缓冲 层 。 由 于 滞留 内 层 中 流体 分 层 运动 ， 相 邻 层 间 没 有 流体 的 宏观 运 
动 ， 因 此 在 垂直 于 流动 方向 上 不 存在 热 对 流 ， 该 方向 上 的 热 传 递 仅 为 流体 的 热传导 (实际 
上 ,在 潍 流 流动 时 的 传 热 总 是 要 受到 自然 对 流 的 影响 ,使 传 热 加 剧 )。 由 于 流体 的 热 导 率 较 
低 ， 使 滞留 内 层 内 的 导热 热 阻 很 大 ， 因 此 该 层 中 温差 较 大 ， 即 温度 梯度 较 大 。 在 消 流 主体 
中 ， 由 于 流体 质点 的 剧烈 混合 并 充满 旋涡 ， 因 此 满 流 主体 中 温度 差 (温度 梯度 ) 极 小 ， 各 
处 的 温度 基本 上 相同 。 在 缓冲 层 内 ， 热 对 流 和 热传导 的 作用 大 致 相同 ， 在 该 层 内 温度 发 生 较 
缓慢 的 变化 。 

由 以 上 分 析 可 知 ， 对 流传 热 是 集 热 对 流 和 热传导 于 一 体 的 综合 现象 。 对 流传 热 的 热 阻 主 
要 集中 在 清流 层 内 ， 因 此 ， 减 小 清流 内 层 的 厚度 是 强化 对 流传 热 的 主要 途径 。 

2) 壁面 和 流体 间 的 对 流传 热 速 率 : 由 前 面 的 分 析 可 知 ， 对 流传 热 是 一 个 复杂 的 传 热 过 

， 影 响 对 流传 热 速 率 的 因素 很 多 。 因 此 对 流传 热 的 纯 理论 计算 是 相当 困难 的 。 目 前 ,工程 
计算 仍 按 下 面 的 半 经 验方 法 处 理 。 

根据 传递 过 程 速率 的 普遍 关系 ,壁面 与 流体 间 (或 反之 ) 的 对 流传 热 速率 ， 也 应 该 等 
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于 推动 力 和 阻力 之 比 ， 即 : 
对 流传 热 速率 = 对 六 全 1 = 系数 x 推动 力 
上 式 中 的 推动 力 是 壁面 和 流体 间 的 温度 差 。 影 响 阻力 的 因素 很 多 ， 但 有 一 点 是 明确 的 ， 
即 阻力 必然 与 壁面 的 表面 积 成 反比 。 还 应 指出 ， 在 换 热 器 中 ， 沿 流体 流动 方向 ， 流 体 和 壁面 
的 温度 一 般 是 变化 的 ， 在 换 热 器 不 同位 置 的 对 流传 热 速率 也 随 之 而 异 ， 所 以 对 流传 热 速 率 方 
程 应 该 用 微分 形式 表示 。 
以 热流 体 和 壁面 间 的 对 流传 热 为 例 ， 对 流传 热 速率 方程 可 以 表示 为 
= 
由 
式 中 :dg 为 局 部 对 流传 热 速率 (WW) ; dA 为 微分 传 热 面积 (m?) ;7 为 换 热 器 的 任 一 截面 上 
热流 体 的 平均 温度 〈K) ; 7 为 换 热 器 的 任 一 截面 上 与 热流 体 相 接触 一 侧 的 壁面 温度 (K) ; 
/为 对 流传 热 膜 系数 (W . m-? .K-0) 。 
上 式 又 称 牛顿 冷却 定律 ， 也 是 对 流传 热 膜 系数 的 定义 式 ， 表 示 在 单位 温度 差 下 ， 对 流传 
热 系数 在 数值 上 等 于 由 对 流传 热 产 生 的 热 通 量 ( 即 单位 面积 的 对 流传 热 速 率 ) 。 一 般 来 说 ， 
影响 有 的 因素 有 系统 的 几何 形状 、 流 体 和 流动 的 性 质 以 及 温差 A7 等 。 表 6-14 列 出 几 种 对 流 
传 热情 况 的 万 值 范围 。 同 时 在 实际 的 传 热 计算 中 , 刀 的 经 验 值 也 是 值得 参考 的 。 


= h(T- Ty)dA (6-108) 


表 6-14 ”对 流传 热 膜 系数 h 值 的 范围 
换 热 方式 h(W:m?.K-!) 


空气 自由 对 流 5 ~25 
空气 强制 对 流 25 ~250 

水 自然 对 流 20 ~ 1000 
水 强制 对 流 1000 ~ 15000 
水 蒸气 冷凝 5000 ~ 15000 
有 机 蒸汽 冷凝 500 ~ 2000 
水 沸腾 2500 ~ 25000 


3) 热 边界 层 : 正如 流体 流 过 固体 壁面 时 形成 流动 边界 层 一 样 ， 若 流体 自由 流动 的 温度 
和 壁面 的 温度 不 同 ， 必 然 会 形成 热 边界 层 ( 又 称 温度 边界 层 ) 。 

当 温 度 为 7。 的 流体 在 表面 温度 为 Tvw 的 平板 上 流 过 时 ， 流 体 和 平板 间 进 行 换 热 。 实 验 
表明 ， 在 大 多 数 情况 下 〈 热 导 率 很 大 的 流体 除外 ) ， 流 体 的 温度 也 和 速度 一 样 ， 仅 在 靠近 板 
面 的 薄 层 流体 中 有 显著 的 热传导 ， 即 在 此 薄 层 中 存在 温度 梯度 ,将 此 薄 层 定义 为 热 边界 
层 。 在 热 边 界 层 以 外 的 区 域 ,流体 的 温度 基本 上 相 
同 ， 即 温度 梯度 可 视 为 零 。 热 边界 层 的 厚度 用 6; 表 
示 。 通 常规 定 Tw -7=0.99 (Tw -7T。) 处 为 热 边界 
层 的 界限 ， 其 中 7 为 热 边界 任 一 局 部 位 置 的 温度 。 
大 多 数 情况 下 ， 流 动 边界 层 的 厚度 大 于 热 边 界 层 的 
厚度 。 显 然 ， 热 边界 层 是 对 流传 热 的 主要 区 域 。 平 
板 上 热流 边界 层 的 形成 和 发 展 如 图 6-35 所 示 。 


6-35 ”平板 上 的 热 边界 层 
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由 图 6-35 可 以 看 出 ， 热 边界 层 越 薄 ， 层 的 温度 梯度 越 大 。 若 紧 靠 壁面 附近 薄 层 流体 
( 滞 流 层 ) 中 的 温度 梯度 用 di/dy 表示 ， 由 于 通过 这 一 薄 层 的 传 热 只 能 是 流体 间 的 热传导 ， 
因此 传 热 速率 可 用 Fourier 定律 表示 ， 即 
dt 


d0 = - Mad( 呈 ) (6-109) 


式 中 ; y 为 与 壁面 相 垂 直方 向 上 的 距离 (m); di/dy 为 壁面 附近 流体 层 内 的 温度 梯度 (k 
m-)。 由 式 (6-108) 和 式 (6-109) 可 得 
到 Ek | 
A Ca 

式 (6-110) 是 对 流传 热 系数 的 另 一 定义 式 ， 表 明 对 于 一 定 的 流体 和 温度 差 ， 只 要 知 
道 壁面 附近 的 流体 层 的 温度 梯度 ， 就 可 由 式 (6-110) 求 得 h。。 显 然 ， 由 于 影响 h 的 因素 很 
复杂 ， 目 前 仅 能 获得 少数 较 简 单条 件 的 4 分 析 解 ， 对 于 其 他 情况 仍 需 通过 经 验 公式 来 计算 h 
的 值 。 但 式 (6-110) 是 理论 上 分 析 和 计算 h 的 基础 。 

热 边 界 层 的 厚薄 影响 层 内 的 温度 分 布 ， 因 而 影响 温度 梯度 。 当 边界 层 内 、 外 侧 的 温度 状 
一 定时 ， 热 边界 层 越 薄 ， 则 (时)】 越 大 ， 因 而 就 越 大 ， 反 之 则 相反 。 


流体 在 管内 流动 时 ， 热 边界 层 的 发 展 过 程 也 和 流动 边界 层 的 相似 。 流 体 进入 管 口 后 ， 
边界 层 开 始 沿 管 长 而 增 厚 ;在 距 管 入 口 一 定 距离 处 ， 于 管 中 心 相 汇合 ,边界 层 厚 度 等 于 
管 半径 ， 此 时 称 为 充分 发 展 流动 。 但 是 温度 分 布 与 速度 分 布 不 同 ， 当 管 长 在 增加 时 ， 温 
度 分 布 将 逐渐 变 得 更 为 平坦 ; 当 通 过 很 长 的 管 后 ， 温 度 梯度 可 能 消失 ， 此 时 传 热 也 就 停 
此 了 。 

流体 在 管内 传 热 时 ， 从 开始 加 热 (或 冷却 ) 到 六 达到 基本 稳定 的 这 一 段 距离 称 为 进 
口 段 。 在 进口 段 内 , h 将 沿 管 长 逐渐 减 小 ， 这 是 由 于 热 边界 层 厚 度 逐 渐 增 加 的 缘故 。 若 边 
界 层 在 管 中 心 汇合 前 已 发 展 为 清流 时 ， 则 在 变 为 湛 流 的 过 渡 段 内 ,h 将 有 所 增 大 ， 然 后 趋 
于 恒定 。 

从 进口 段 的 简单 分 析 可 知 ， 管 材 的 尺寸 和 管 口 形状 对 h 有 较 大 影响 。 在 传 热管 的 长 度 小 
于 进口 段 以 前 ， 管 越 短 ， 则 边界 层 越 薄 ，h 就 越 大 。 对 于 一 定 的 管 长 ， 破 坏 边界 层 的 发 展 也 
能 强化 对 流传 热 。 

4) 对 流传 热 系数 的 影响 因素 : 对 流传 热 速率 方程 看 来 非常 简单 ， 实 际 上 是 将 对 流传 热 
的 复杂 性 和 计算 上 的 困难 都 转移 到 对 流传 热 系 数 之 中 。 由 对 流传 热机 制 分 析 可 知 对 流传 热 系 
数 刀 决定 于 热 边界 层 内 的 温度 梯度 。 而 温度 梯度 或 热 边界 层 的 厚度 与 流体 的 物化 特性 、 温 
度 、 流 动 状况 以 及 几何 形状 等 诸多 因素 有 关 。 

(1) 流体 的 种 类 和 相 变 化 的 情况 : 液体 、 气 体 和 蒸汽 的 对 流传 热 系 数 都 不 相同 。 牛 顿 
型 流体 和 非 牛 顿 型 流体 的 也 有 区 别 。 

(2) 流体 的 物性 : 对 记 值 影响 较 大 的 流体 物性 有 热 导 率 、 黏 度 、 比 热 容 、 密 度 以 及 对 
自然 对 流 影 响 较 大 的 体积 膨胀 系数 。 对 于 同一 种 流体 ， 这 些 物 性 又 是 温度 的 函数 ， 其 中 某 些 
物性 还 与 压强 有 关 。 

J 热 导 率 : 通常 对 流传 热 的 热 阻 主要 由 边界 层 内 的 热 阻 构成 ， 因 为 即使 流体 呈 满 流 状 
态 ， 消 流 主体 和 缓冲 层 的 传 热 热 阻 较 小 ， 此 时 对 流传 热 主要 受 滞 流 内 层 热 阻 控制 。 当 灌流 内 
层 的 温度 梯度 一 定时 ， 流 体 的 热 导 率 越 大 ， 对 流传 热 系数 也 越 大 。 
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@) 黏度 : 由 流体 流动 规律 可 知 ， 当 流体 在 管内 流动 时 ， 若 管 径 和 流速 一 定 ， 流 体 的 
番 度 越 大 ， 其 Re 值 越 小 ， 即 湛 流 程度 越 低 ， 因 此 热 边 界 层 越 厚 ， 于 是 对 流传 热 系数 也 就 
越 低 。 

@ 比热容 : pc 代表 单位 体积 流体 所 具有 的 热 容 量 ， 也 就 是 说 pc, 值 越 大 ， 表 示 流 体 携 
带 热量 的 能 力 越 强 ， 因 此 对 流传 热 的 强度 越 强 。 

@ 体积 膨胀 系数 : 一 般 说 来 ， 体 积 膨胀 系数 B 值 越 大 的 流体 ， 所 产生 的 密度 差别 越 大 ， 
因此 有 利于 自然 对 流 。 由 于 绝 大 部 分 传 热 过 程 并 非 定 温 流动 ， 因 此 即使 在 强制 对 流 的 情况 
下 ， 也 会 产生 附加 的 自然 对 流 的 影响 ， 因 此 B 值 对 强制 对 流 也 有 一 定 影响 。 

(3) 流体 的 温度 : 流体 温度 对 对 流传 热 的 影响 表现 在 流体 温度 与 壁面 温度 之 差 AT、 流 
体 物 性 随 温 度 变化 程度 以 及 附加 自然 对 流 等 方面 的 综合 影响 。 因 此 在 对 流传 热 计算 中 必须 修 
正 温度 对 物性 的 影响 。 此 外 ， 由 于 流体 内 部 温度 分 布 不 均匀 必然 导致 密度 的 差异 ， 从 而 产生 
附加 的 自然 对 流 ， 这 种 影响 又 与 热流 的 方向 及 管子 安放 情况 等 有 关 。 

(4) 流体 的 流动 状态 : 灌流 和 应 流 的 传 热机 制 有 本 质 的 区 别 。 当 流体 成 滞 流 时 ， 流 体 
沿 壁面 分 层 流 动 ， 即 流体 在 热流 方向 上 没有 涡流 运动 ， 传 热 基 本 上 依靠 分 子 扩散 作用 的 热 传 
导 来 进行 ， 当 流体 呈 消 流 时 ， 活 流 主 体 的 传 热 为 涡流 作用 引起 的 热 对 流 ， 在 壁面 附近 的 滞 流 
内 层 中 仍 为 热传导 。 涡 流 致使 管子 中 心 温度 分 布 均匀 ， 滞 流 内 层 的 温度 梯度 增 大 。 由 此 可 
见 ， 满 流 时 的 对 流传 热 系 数 远 比 湿 流 时 的 大 。 

(5) 流体 流动 的 原因 : 自然 对 流 和 强制 对 流 的 流动 原因 不 同 ， 因 而 具有 不 同 的 流动 和 
传 热 规律 。 

自然 对 流 是 由 于 流体 内 部 存在 温度 差 ， 因 而 各 部 分 的 流体 密度 不 同 ， 引 起 流体 质点 的 相 
对 位 移 。 设 m 和 p, 分 别 代 表 温 度 为 7, 和 也 两 点 流体 密度 ， 则 密度 差 产 生 的 升力 为 (p, =- 
Ps) g， 则 可 得 p, =p，。(1+BAt)， 于 是 每 单位 面积 的 流体 所 产生 的 升力 为 


(p1-p2) 8g= [p (1+BA1) -ps] g =psBgAt 或 = BAT (6-111) 
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强制 对 流 是 由 于 外 力 的 作用 ,例如 泵 、 搅 拌 器 等 迫使 流体 流动 。 通 常 ， 强 制 对 流传 热 系 
数 要 比 自然 对 流传 热 系数 大 几 信 至 几 十 倍 。 

(6) 传 热 面 的 形状 、 位 置 和 大 小 : 传 热 面 的 形状 〈 如 管 、 板 、 环 阶 、 翅 片 等 ) 传 热 面 
方位 和 布置 〈 如 水 平 或 垂直 放置 、 管 束 的 排列 方式 ) 及 流动 尺寸 (如 管 井 、 管 长 、 板 高 和 
进口 效应 等 ) 都 直接 影响 对 流传 热 系 数 。 这 些 影响 因素 比较 复杂 ， 但 都 反应 在 h 的 计算 公 
或 中 。 

3. 辐射 

1) 辐射 传 热 的 本 质 : 辐射 传 热 与 对 流传 热 的 区 别 ， 是 不 要 求 通过 介质 进行 传递 。 辐射 
传 热 是 依靠 电磁 波 辐 射 来 传递 热量 的 。 

热 辐射 是 电磁 波 的 一 种 形式 ,与 X 射线 、 光 波 和 ~y 射线 等 类 似 ， 仅 波长 不 同 而 已 。 它 
与 光 的 传播 规律 相同 ， 即 按 直接 传播 ， 可 以 通过 空间 和 真空 传递 。 它 是 一 种 重要 的 传 热 形 
式 ， 尤 其 是 在 温差 较 大 时 更 为 重要 。 如 锅炉 燃烧 室 、 辐 射 干燥 箱 和 食品 烘箱 等 。 辐 射 通常 是 
和 导热 、 对 流 同时 发 生 的 。 

从 本 质 上 看 ， 辐 射 传 热 是 由 3 个 不 同步 又 组 成 : 中 热源 的 热能 ， 例 如 温度 为 7 的 炉 
壁 ， 转 变 为 电磁 辐射 波 的 能 量 ; @ 电 磁 波 以 直线 方式 通过 中 间 介质 ， 传 到 温度 为 7 的 冷 
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物体 ， 例 如 充满 水 的 被 加 热 的 炉 管 ; @ 投 射 到 物体 上 的 电磁 波 被 物体 所 吸收 并 重新 转变 
为 热能 。 

假设 投射 到 某 一 物体 上 的 总 辐射 能 量 为 0， 则 其 中 有 一 部 分 能 量 被 吸收 ， 一 部 分 能 量 被 
反射 ， 余 下 的 能 量 透 过 物体 。 根 据 能 量 守恒 定律 ， 可 得 : 


Q@.+o+o=O 
即 
下 
本 或 a+tr+d=1 (6-112 ) 


式 中 : a 为 物体 的 吸收 率 ， “= 全 ， 无 因 次 ; r 为 物体 的 反射 率 ， r= 全， 无 因 次 ; d 为 物体 


的 吸收 率 ， 4 全 ， 无 因 次 。 


2) 黑体 、 镜 体 、 透 热 体 和 灰 体 : 能 全 部 吸收 辐射 能 ， 即 吸收 率 a =1 的 物体 称 为 黑体 ; 
能 全 部 反射 辐射 能 ， 即 反射 率 + =1 的 物体 称 为 镜 体 ; 能 透 过 全 部 辐射 能 ， 即 透 过 率 4 =1 的 
物体 称 为 透 热 体 。 

黑体 和 镜 体 都 是 理想 物体 ， 实 际 上 并 不 存在 。 但 是 ， 某 些 物体 如 无 光泽 的 黑 煤 ， 其 吸收 
率 约 为 0.97， 接 近 于 黑体 ; 磨 光 的 金属 表面 的 反射 率 约 为 0.97， 接 近 于 镜 体 。 引 入 黑体 等 
概念 ， 只 是 作为 一 种 实际 物体 的 比较 标准 ， 以 简化 辐射 传 热 的 计算 。 

物体 的 a、r、d 值 的 大 小 决定 于 物体 的 性 质 、 表 面 状况 、 温 度 及 辐射 的 波长 等 。 一 般 来 
说 ， 固 体 和 液体 都 是 不 透 热 体 ，d =0, 故 w+r=1。 气体 则 不 同 ， 一 般 的 单 原 子 气 体 和 对 称 
的 双 原 子 气体 均 可 视 为 透 热 体 ， 因 而 r=0， 故 a+d=1。 某 些 气体 只 能 吸收 一 定 波长 范围 的 
辐射 能 。 

实际 物体 ， 如 一 般 的 固体 能 部 分 地 吸收 0 ~ w 的 所 有 波长 范围 的 辐射 能 。 凡 能 部 分 地 吸 
收 0 ~ o 的 所 有 波长 范围 的 辐射 能 的 物体 定义 为 灰 体 。 灰 体 有 以 下 特点 : @ 灰 体 的 吸收 率 a 
不 随 辐射 的 波长 而 变 ; @ 灰 体 是 不 透 热 体 。 

灰 体 也 是 理想 物体 ， 但 是 大 多 数 的 工程 材料 都 可 视 为 灰 体 ， 从 而 可 使 辐射 传 热 的 计算 大 
为 简化 。 

3) 物体 的 辐射 和 发 射 率 ， 如 前 所 述 ， 黑体 能够 吸收 所 有 落 在 其 上 的 辐射 能 而 无 反射 ， 
黑体 也 能 发 射 辐射 能 ， 这 取决 于 黑体 本 身 的 温度 。 定 义 某 表面 的 辐射 能 力 与 黑体 辐射 能 力 之 
比 为 黑 度 e (又 称 发 射 率 ) 。 对 于 黑体 来 说 ，s =1; 对 于 灰 体 来 说 ，e <1。 

对 于 黑 度 为 e =1 的 理想 黑体 ， 辐 射 传 热 的 基本 方程 是 : 


0 = aa 下 


式 中 : er 为 黑体 的 辐射 常数 (5.676 x10“W. m 一 :KK); 了 为 黑体 的 温度 (K) 。 
对 于 黑 度 e <1.0 的 灰 体 ， 其 发 射 能 力 较 小 ， 为 黑体 的 = 倍 。 


0 = aeoT’ (6-113) 


2 的 值 取 决 于 物体 的 性 质 、 表 面 状态 〈 如 表面 粗糙 度 和 氧化 度 ) ， 一 般 由 实验 测定 。 常 
用 工业 材料 的 黑 度 列 于 表 6-15 中 。 
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表面 材料 温度 黑 度 & 


红 砖 0.93 
耐火 砖 0.8 ~0.9 
氧化 钢板 200 ~ 600 0.8 
磨 光 钢板 940 ~ 1100 0.55 ~0.61 
氧化 铝 200 ~ 600 人 让 二 0.19 
磨 光 铝 225 ~575 0. 039 ~ 0. 057 
氧化 铜 200 ~ 600 0.57 ~0.87 
磨 光 铜 一 0.03 
氧化 铸铁 200 ~ 600 0.64 ~0.78 
磨 光 铸铁 330 ~910 0.6~0.7 
石棉 板 0.96 
油漆 ， 所 有 颜料 0.92 ~0.96 
水 0.95 


6. 6.3 生化 反应 过 程 的 传 热 


生物 反应 器 操作 时 对 温度 控制 要 求 比较 严格 ,并 且 反 应 器 设计 时 传 热 系统 配置 也 是 重要 
内 容 ， 因 此 必须 分 析 过 程 的 热量 平衡 和 反应 器 的 传 热 速率 。 
根据 经 验 ， 每 立方 米 发 酵 液 每 小 时 传 给 冷却 器 最 大 的 热量 : 青霉素 发 酵 约 为 23000kJ ， 
h-; 链 考 素 发 酵 约 为 19000kJ* m .hh-; 四 环 素 发酵 约 为 20000kJ .mh-; 肌 
ot teh m“”.h '; 谷 氮 酸 发 酵 约 为 31000kJ ， mm” he 
. 过 程 的 热量 衡 算 对 于 一 间 睦 反应 过 程 ， 当 保 持 反应 温度 不 变 时 ， 以 单位 体积 反 
oa 平衡 方程 为 


QE =Qs+Qa -Qs-Qv— On (6-114) 
式 中 :Qs 为 反应 器 传 热 速率 2 et Qs 为 生物 反应 热 wh m ae OA 为 搅 
er (Jsim” ; Qs 为 通气 带 出 的 显 热 (J .ms ) ;OoOv 为 蒸发 热 


(J: 、 ss ) ; Qa 为 反应 Re (jum vg) 
We 速率 0:， 指 反应 器 通过 换 热 面 对 反 应 液 带 出 或 补充 的 热量 。 对 微生物 培养 
ra 常 称 其 为 发 酵 热 。 以 链 短 曾 为 主 的 抗生素 发 本 过 程 的 最 大 发 本 热 为 12000 ~ 21000kJ . 
习 了.h7 1。 在 控制 反应 器 温度 时 ， 此 传 热 速 率 主要 决定 于 冷却 水 的 温度 。 
生物 反应 热 0。， 指 细胞 的 生长 与 代谢 过 程 中 的 反应 热 。 它 与 能 量 代 谢 过 程 有 关 ， 其 数 
值 取决 于 细胞 的 种 类 、 培 养 时 间 、 碳 源 的 种 类 以 及 浓度 的 变化 。 例 如 ， 对 不 同属 的 微生物 ， 
在 以 葡萄 糖 为 主 的 碳 源 上 发 现 反应 热 与 细胞 的 摄 氧 率 成 正比 ， 即 : 
Qs =519 ro, (6-115) 
根据 其 耗 氧 速率 则 很 容易 估算 出 生物 反应 热 。 
若 生物 反应 的 主要 反应 机 制 明 确 ， 反 应 热 可 以 通过 计算 燃烧 热 得 到 。 例 如 对 于 反应 中 碳 
源 仅 仅 转化 为 细胞 、CO, 和 H,0 的 简单 反应 ， 则 反应 热 与 细胞 燃烧 热 之 和 应 与 碳 源 的 燃烧 
热 相等 。 
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AH. 
碳 源 + 0, 一 C0, + H,0 


L 
! 1AH 
Yn 


Co, + H,0 + 细胞 


六 声 Ys (6-116) 
wa AN = YesNHe 


式 中 : Yn 为 细胞 对 碳 源 燃烧 热 的 得 率 系数 (kg . 本 ); AH, 为 碳 源 的 燃烧 热 (J kg ) ; 
AH, 为 细胞 燃烧 热 (J/kg) ; Ys 为 细胞 得 率 。 
细胞 的 燃烧 热 一 般 为 (2.0 ~2.5) x107J .kg-!。 
则 反应 热 0s 可 由 下 式 求 出 ， 即 
Hcx 
Qs = Yn 
搅拌 放 热 速率 0， ,一般 根 据 搅拌 功率 消耗 换算 得 出 。 对 通用 式 发 酵 钠 ， 搅 拌 功率 消耗 
值 的 范围 为 0.5 ~5kW .mm 。 
通气 带 出 或 带 入 的 显 热 0s;， 可 根据 下 式 计算 : 
Qs =cp, (CT.=7) Fp (6-118) 
式 中 : cp. 为 空气 比热容 (J. kg K”); 7, 为 空气 进入 时 的 温度 (K) ; 7, 为 培养 温度 
(K) ; F, 为 单位 体积 培养 基 单 位 时 间 内 所 通 入 空气 流量 (s …); p, 为 空气 密度 (kg ， 
m 一)。 
若 7,>7,， 则 为 带 入 热量 ; 若 7, < 7,， 则 为 带 走 热量 。 
蒸发 热 Ov， 反 应 液 中 水 的 蒸发 所 带 走 的 热量 ， 由 下 式 计算 : 


Q, = Bin |B, = 
pr °" 


式 中 AH, 为 水 蒸发 潜 热 (J. kg”'); F, 为 单位 体积 培养 基 单 位 时 间 内 所 通 入 空气 流量 
(s”1) ; p, 为 标准 压力 ， 即 定义 F, 时 的 压力 (N . m-?) ; pi 为 反应 器 顶部 压力 (N .m-? ) ; 
cw 为 在 钠 温 和 把 项 压力 时 水 藻 气 质量 浓度 (kg: m 了) ; cvw 为 进 饶 内 空气 中 水 蒸气 质量 浓度 
(kg* m™)。 
辐射 热 0; ， 指 向 环境 散失 热量 的 速率 ， 可 用 下 式 计 算 . 
Qr =hwAo (T, -Ts) (6-119) 
式 中 ,hy 为 总 的 传 热 系数 (J. m-.s-'. K-71); 4 为 单位 体积 反应 器 所 具有 传 热 表 面积 
(m”) ; T,、Ts 为 反应 器 内 、 环 境 的 温度 (KK)。 
2. 反应 器 的 换 热 计算 ”生物 反应 如 的 传 热 速率 或 总 热 负荷 可 用 下 式 表示 : 
QeVa =hwA AT, (6-120) 
式 中 : Wi 为 反应 器 有 效 体积 (mm ) ; hw 为 总 的 传 热 系数 (JJ ms Ki; 4 为 反应 
器 的 总 传 热 面积 (m?) ; AT, 为 培养 液 与 冷却 水 的 平均 温差 (K)。 


(6-117) 


平均 温差 A7T, 可 按 下 式 : 
et ed) St, 
A -五 -到 
4 
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式 中 ，7,、7;、 了 7, 分 别 表示 培养 基 、 冷 却 水 入 口 和 冷却 水 出 口 温 度 (K) 。 
反应 器 设计 时 ， 一 般 先 要 估算 总 传 热 系数 ， 在 已 知 过 程 的 总 热 负 荷 的 条 件 下 计算 总 传 热 
面积 。 反 应 器 的 热量 传递 阻力 包括 培养 基 、 换 热 器 壁 、 污 垢 层 以 及 冷却 水 的 传 热 阻力 等 。 可 
以 下 式 表 示 
6 6 
二 四 二 机 二 二 人 
式 中 ,ga、aw 为 培养 基 、 冷 却 水 的 给 热 系数 (J .ms :KK ); 6 为 换 热 器 壁 壁 厚 
(m); A 为 换 热 器 壁 热 导 率 (J .ms KK ); 61、6, 为 换 热 器 壁 两 侧 的 垢 层 厚度 
(m) ; Ai 、A; 为 换 热 器 壁 两 侧 垢 层 的 热 导 率 (J ms KK-);， 4 、4 为 培养 基 、 冷 


却 水 的 传 热 面积 mm) ，4。 为 换 热 器 的 对 数 平均 表面 积 (mp) , 4。 = 全 一生。 
jn 一 
对 机 械 搅 拌 反应 器 中 液体 的 给 热 系数 ， 可 根据 下 式 估算 ; 
_ A 1dnp 全 fc 站/ YY 
a = 0.464 人 |( ) [a 】 同 (6-122) 


式 中 : cs 为 培养 基 的 比热容 ，D、d 为 反应 器 、 搅 拌 器 的 直径 ; jw、jw 为 培养 基 在 反应 器 内 、 
换 热 器 壁 温度 下 的 黏度 。 
当 考虑 反应 器 的 几何 形状 时 ， 式 (6-122) 可 表示 为 


名 i ss (ae) (ej (££) ( a d | (6.123) 


A D D 
式 中 ,五 为 反应 器 内 液 柱 高 度 。 
当 反 应 器 内 装 有 蛇 管 时 ， 则 有 : 
ad, 0.60 re 0.37 0.1 d, 0.15 
-09( 季 ) 党 (到 (加 
式 中 ，d, 为 蛇 管 的 直径 。 
对 各 种 反应 器 系统 ， 还 有 其 他 一 些 关联 式 。 
例 6-1 维生素 C 制造 中 的 古龙 酸 制备 过 程 的 单 台 塔 式 反 应 器 的 容量 为 200m3 ， 装 料 系 
数 为 70% ， 发 酵 热 为 1700kJ . m 一 . h-， 发 酵 温 度 为 30% ,冷却 水 的 进 、 出 口 温度 分 别 
是 15C 和 23%C， 设 总 传 热 系数 为 560W . m -2 ， 试 计算 反应 器 的 总 传 热 面积 。 


解 ”反应 器 有 效 体积 Vi =70% x200 =140m 
反应 器 的 热 负 荷 O = QVs =16700 x103 x140/3600 =6. 49 x10;W 
发 醇 温度 7, =30% ,冷却 水 的 进 、 出 口 温度 分 别 是 了 =15Y% ，7, =23% ， 则 平均 温差 ; 
AT = (7) -DT) -105fc 
ln 扩大 各 
多 = 六 


已 知 总 传 热 系数 hw =560W . m ”了 ， 故 总 传 热 面积 (A) 为 


0. 2 
p= RAT. =110m 
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本 章 小 结 

生物 反应 体系 的 流 变 特性 直接 影响 了 生物 反应 体系 的 各 种 特性 ， 是 其 他 各 节 的 基础 ; 生 
物 反应 体系 中 的 流体 流动 模型 、 搅 拌 与 混合 特征 、 气 - 液 传 质 动力 学 与 体积 传 质 系 数 的 测 
定 、 热 量 传 递 等 基本 理论 和 方程 帮助 我 们 了 解 这 个 特殊 体系 在 质量 、 能 量 、 动 量 传递 方面 的 
特性 ， 这 些 特 性 是 研究 生物 体系 变化 和 进行 工业 设计 的 基础 。 在 学 习 本 章 的 基础 上 ， 读 者 可 
以 阅读 模型 建立 方面 的 相关 书籍 ， 并 尝试 建立 合理 的 模型 以 模拟 整个 反应 体系 物质 和 热量 伟 
递 和 变化 的 实际 情况 。 
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习 题 


1. 常见 发 酵 液 的 流 变 类 型 有 哪些 ， 各 有 什么 特征 ? 哪些 因素 对 其 产生 影响 ? 
2. 一 反应 如 中 脉冲 示 踪 法 得 到 的 出 口 示 踪 剂 浓度 变化 如 下 : 


已 知 反 应 器 有 效 容积 1. 5m? ， 液 体 流量 为 1. 8ma . h-!, 求 其 F(t) 、.E(1) .t+ 和 o? ,并 
试用 无 量 纲 值 9 表示 它们 。 
3. 在 习题 2 的 反应 器 中 进行 AD 的 酶 反应 ， 已 知 cv =23mol * m”“”， 动 力学 方程 为 -r= 
0. 055cw ， 请 分 别 用 凝集 流 、 多 级 混合 槽 、 平 推 流 、 全 混流 模型 计算 出 口 物料 中 A 组 分 的 转 
化 率 。 
pe 
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4. 若 习题 3 采用 轴 疝 扩散 模型 ， 计 算 其 Pe 值 与 出 口 物料 中 A 组 分 的 转化 率 。 

5. F(9) 和 EE(0) 为 某 流动 反应 器 的 停留 时 间 分 布 情况 。 

(1) 若 反 应 器 为 PFR, 试 求 FF (1)、E (1)、F (0.7)、E (0.7)、E (1.2); 
(2) 若 反 应 器 为 CSTR, 试 求 F (1)、E (1)、F (0.7)、E (0.7)、E (1.2); 
(3) 车 反应 器 为 非 理 想 流动 反应 器 , 试 求 F (0)、E (0)、F(%m)、.E(%)。 
6. 试 推 导 层 流 流动 系统 的 F(1) 、E(1) 。 

7. 为 什么 解决 好 氧 传递 问题 是 好 氧 发 酵 过 程 设计 的 关键 ? 简 述 氧 传递 过 程 的 特征 。 
8. 氧 传递 的 测定 方法 有 哪 几 种 ， 简 述 各 方法 的 基本 原理 。 

9. 提高 好 氧 发 酵 中 氧 传递 速率 的 最 好 的 方法 是 否 为 提高 搅拌 ， 怎 样 做 更 为 有 效 ? 


233 


第 7 章 生物 反应 如 工程 


【重要 概念 】 
生物 反应 器 、 机 械 搅拌 式 生 物 反应 器 、 气 升 式 生物 反应 器 、 膜 生物 反应 器 、 管 式 生物 反 
应 器 、 生 物 传感器 、 生 物 反应 器 放大 


引言 


一 般 的 生物 反应 过 程 可 用 图 7-1 所 示 的 流程 示意 图 表示 。 生 物 反应 过 程 由 4 个 部 分 组 
成 : 中 原材料 的 预 处 理 。 包 括 原材料 的 选择 ， 必 要 的 物理 与 化 学 方法 加 工 ， 培 养 基 的 配 
制 和 灭 菌 等 。@ 生 物 催化 剂 的 制备 。 包 括 菌 种 的 选择 、 扩 大 培养 和 接种 ， 酶 催化 反应 中 酶 
的 纯化 和 固定 化 等 。 久 生物 反应 器 及 反应 条 件 的 选择 与 监控 。 生 物 反应 器 是 进行 生化 反应 的 
核心 设备 。 它 应 为 细胞 或 酶 提供 适宜 的 反应 环境 以 达到 细胞 生长 和 进行 反应 的 目的 。 反 应 器 
的 结构 、 操 作 方 式 和 操作 条 件 与 反应 原料 的 转化 率 、 产 品 的 质量 和 生产 成 本 有 着 密切 的 关 
系 。 鳃 产物 的 分 离 纯化 。 其 目的 是 用 适当 的 方法 和 手段 将 含量 甚 少 的 目的 产物 从 反应 液 中 提 
取出 来 并 加 以 精制 以 达到 规定 的 质量 要 求 。 生 物 反应 器 是 整个 生物 反应 过 程 的 核心 。 


生物 催化 剂 ( 酶 、 细 胞 、 动 物 、 植 物 | | 原料 及 其 处 理 
Y 2 
种 子 |- -| 培养 其 制备 与 灭 苗 

M4 
无 菌 空气 | 一 -| 生物 反应 器 上 一 -| 检测 控制 系统 | 


分 离 纯化 


入 
产品 | | 副产品 | | 废物 | 


图 7-1 一 般 生 物 反应 过 程 示 意图 


生物 反应 器 是 生物 反应 工程 的 核心 设备 ， 其 结构 的 合理 性 直接 决定 反应 器 生物 加 工 
的 效率 。 生 物 反应 器 的 研究 一 直 是 生物 反应 工程 的 核心 问题 之 一 。 随 着 青霉素 的 工业 化 
生产 ， 机 械 搅拌 式 生物 反应 器 应 运 而 生 。 此 后 ， 随 着 动 、 植 物 细胞 培养 、 高 等 真菌 培养 、 
藻类 培养 等 生物 过 程 的 发 展 ， 人 们 相应 开发 了 大 量 的 生物 反应 器 ,包括 机 械 搅拌 式 生 物 
反应 器 、 气 升 式 生 物 反应 器 、 膜 生物 反应 器 和 管 式 生 物 反应 器 等 。 作 为 生物 工程 的 一 个 
重要 分 支 学 科 ， 生 物 反 应 器 工程 主要 研究 生物 反应 器 中 的 各 类 生物 反应 及 生物 加 工 过 程 
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(包括 微生物 发 酵 、 动 物 和 植物 细胞 和 组 织 培养 工程 、 生 物 催化 与 生物 转化 等 ) 的 特征 与 
本 质 ， 过 程 优化 和 放大 对 生物 反应 器 系统 设计 、 操 作 和 控制 的 要 求 ， 致 力 于 研究 并 揭示 
生物 反应 器 的 设计 放大 规律 、 满 足 过 程 需 要 的 生物 反应 器 系统 强化 、 优 化 策略 ， 使 有 关 
生物 过 程 能 迅速 而 有 效 地 从 实验 室 过 渡 到 生产 规模 ， 或 提高 现 有 生产 过 程 的 生产 效率 。 
因此 ， 生 物 反 应 器 工程 在 生物 技术 产业 化 中 发 挥 着 不 可 替代 的 重要 作用 ， 是 现代 生物 技 
术 实 现 产业 化 的 一 个 关键 环节 。 


7.1 生物 反应 器 的 概念 、 分 类 与 设计 基础 


7.1.1 生物 反应 器 的 概念 


生物 反应 器 是 利用 生物 催化 剂 进行 生物 技术 产品 生产 的 反应 装置 ， 是 生物 反应 过 程 的 主 
要 设备 ， 在 生物 反应 过 程 中 发 挥 中 心 的 作用 ， 是 实现 生物 技术 产品 产业 化 的 关键 设备 ， 也 是 
连接 原料 和 产品 的 桥梁 。 一 个 良好 的 生物 反应 器 应 具备 严密 的 结构 、 良 好 的 流体 混合 性 能 与 
高 效 的 传 质 和 传 热 性 能 、 可 靠 的 检测 与 控制 系统 。 判 断 生 物 反 应 器 性 能 好 坏 的 主要 标准 是 : 
该 装置 是 否 能 满足 生物 反应 的 要 求 ， 是 否 能 取得 最 大 的 生产 效率 。 


7.1.2 生物 反应 器 的 分 类 


生物 反应 器 有 多 种 型 号 ， 可 从 多 个 角度 进行 分 类 。 

(1) 根据 反应 器 的 结构 特征 ， 可 将 其 分 为 模式 、 管 式 、 塔 式 和 膜 式 等 类 型 ， 它 们 之 间 
的 主要 差别 反映 在 其 外 形 (长 径 比 ) 和 内 部 结构 上 的 不 同 。 槽 式 反 应 器 高 径 比 较 小 (一般 
为 1~3); 管 式 反 应 器 长 径 比 较 大 (一般 >30); 塔 式 反 应 器 的 高 径 比 介 于 模式 和 管 式 之 间 ; 
膜 式 反应 器 一 般 是 在 其 他 形式 的 反应 器 中 装 有 膜 组 件 ， 或 起 固定 化 生物 催化 剂 的 作用 ， 或 起 
分 离 作用 。 

(2) 根据 反应 器 的 操作 方式 不 同 ， 可 将 其 分 为 分 批 式 (间歇 式 ) 操作 、 连 续 式 和 半分 
批 式 操作 反应 器 。 分 批 操 作 又 称 为 间 鞭 操作 ， 采 用 此 种 操作 方式 的 反应 器 又 称 为 间歇 反应 
器 。 以 酶 为 催化 剂 的 间 欧 操作 式 反应 器 ， 在 反应 开始 到 反应 结束 的 整个 反应 过 程 中 ， 无 底 物 
和 产物 的 加 入 与 输出 。 反 应 过 程 中 ， 底 物 浓度 、 产 物 浓度 均 只 随 反 应 时 间 而 变化 。 以 细胞 为 
催化 剂 的 闻 欣 反应 器 ， 则 在 加 入 反应 基质 后 ， 进 行 灭 菌 〈 或 在 灭 过 菌 的 反应 器 中 加 入 经 过 
灭 菌 的 培养 基 ) ， 接 种 ， 维 持 一 定 的 反应 条 件 进行 反应 。 接 种 后 ， 除 了 好 和 氧 反应 需要 在 反应 
过 程 中 通 和 无 菌 空气 、 消 除 泡沫 所 用 的 消 泡 剂 以 及 维持 一 定 pH 所 用 酸 、 碱 之 外 ， 反 应 过 程 
中 不 再 加 入 反应 基质 ， 也 不 输出 产物 ， 只 有 竺 反应 进行 到 规定 的 程度 后 ， 才 将 全 部 发 酵 液 放 
出 ， 进 行 后 处 理 。 反 应 器 经 过 清洗 、 灭 菌 后 ， 重 新 加 入 培养 基 ， 继 续 进行 反应 ， 在 此 反应 过 
程 中 ， 基 质 浓度 、 产 物 浓度 及 细胞 密度 均 随 反应 进行 的 时 间 而 变化 ， 尤 其 是 细胞 本 身 将 经 历 
不 同 的 生长 阶段 ， 显 示 出 不 同 的 催化 活力 。 间 睦 操作 反应 器 的 基本 特征 是 : 反应 物料 一 次 加 
入 一 次 人 印 出 ; 反应 器 物 系 的 组 成 仅 随 时 间 而 变化 。 因 此 ， 它 属于 非 稳 态 过 程 。 由 于 间歇 式 反 
应 器 适合 于 多 品种 、 小 批量 、 反 应 速率 较 慢 的 反应 过 程 ， 又 可 以 经 常 进 行 灭 菌 操 作 ， 因 此 它 
在 生物 反应 器 中 占有 重要 地 位 。 

采用 连续 操作 的 反应 器 叫做 连续 式 反应 器 ， 这 一 操作 方式 的 特点 是 原料 连续 输入 反应 
器 ， 反 应 产物 则 连续 地 从 反应 器 中 流出 。 反 应 器 内 任何 部 位 的 物 系 组 成 均 不 随时 间 而 变 ， 所 
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以 连续 操作 反应 器 多 属于 稳 态 操作 。 特 别 是 它 可 以 克服 在 进行 间 鞭 操作 时 ， 细 胞 反应 所 存在 
的 由 于 营养 基质 耗 尽 或 有 害 代谢 产物 积累 所 造成 的 反应 只 能 在 一 定 有 限 的 时 间 内 进行 的 缺 
点 。 连 续 操 作 指 向 反应 器 内 以 一 定 流量 不 断 加 入 新 的 基质 ， 同 时 以 相同 流量 不 断 取出 反应 
液 ， 这 样 就 可 以 不 断 补充 细胞 需要 的 营养 物质 ， 而 有 害 代谢 产物 则 不 断 被 稀释 而 排出 ， 生 物 
反应 可 以 连续 稳定 地 进行 下 去 。 但 是 连续 操作 一 般 易 发 生 杂 菌 污染 ， 而 且 操 作 时 间 过 长 ， 细 
胞 又 易 退 化 变异 。 

半 间 砍 、 半 连续 操作 指 原料 与 产物 只 有 其 中 的 一 种 为 连续 输入 或 输出 ， 而 其 余 则 为 分 批 
加 入 或 输出 的 操作 ， 相 应 的 反应 器 称 为 半 间 歇 式 反应 器 或 半 连 续 反应 器 。 半 间 砍 操作 是 一 种 
同时 兼 有 间 欣 操作 和 连续 操作 某 些 特点 的 操作 。 半 间 铭 操作 对 生物 反应 有 着 特别 重要 的 意 
义 。 例 如 存在 有 基质 抑制 的 细胞 反应 ， 当 基质 浓度 过 高 时 会 对 细胞 的 生长 产生 抑制 作用 ， 若 
利用 半 间 钦 半 连续 操作 ， 则 可 使 基质 浓度 处 在 较 低 的 水 平 ， 以 解除 其 抑制 作用 。 对 细胞 反 
应 ， 此 种 半 间 网 、 半 连续 操作 又 常 称 为 补 料 分 批 培养 ， 或 称 流 加 操作 技术 。 在 此 种 操作 过 程 
中 ， 由 于 加 料 ， 反 应 液体 积 逐 渐 加 大 ， 到 一 定时 间 将 反应 液 从 反应 器 中 放出 。 如 果 只 取出 部 
分 反应 液 ， 剩 下 的 反应 液 继续 进行 补 料 培养 ， 反 复 多 次 进行 放 料 和 补 料 操作 ， 此 种 方法 又 称 
重复 补 料 或 重复 流 加 操作 。 

(3) 根据 反应 器 内 物料 混合 方式 和 混合 状态 的 不 同 进行 分 类 。 根 据 物 料 混合 方式 的 不 
同 ， 可 将 其 分 为 机 械 搅 拌 式 、 气 体 搅拌 式 和 液体 环流 式 反应 器 。 机 械 搅拌 式 反 应 融通 过 采用 
Wi pe edt 气体 搅拌 式 反 应 器 则 以 压缩 空气 作为 动力 实现 反应 体系 的 混 

; 液体 环流 式 反应 器 则 通过 外 部 的 液体 循环 泵 实现 反应 体系 的 混合 。 对 生物 反应 器 的 另外 
一 种 重要 的 分 关 方 法 是 根据 反应 物 系 在 反应 器 内 的 流动 和 混合 状态 来 进行 的 ， 常 以 反应 器 内 
流体 的 流动 类 型 表示 。 对 不 同 流 型 的 反应 器 ， 反 应 器 内 各 组 分 的 浓度 等 状态 参数 的 分 布 各 不 
相同 ， 而 流动 类 型 又 是 决定 反应 进行 状况 的 重要 工程 因素 。 对 连续 操作 的 反应 器 ， 物 料 的 混 
合 状况 表示 了 物料 在 反应 器 内 停留 时 间 的 分 布 状况 ， 常 将 这 种 具有 不 同 停留 时 间 的 物料 之 间 
的 混合 称 为 返 混 ， 以 区 别 于 通常 所 说 的 混合 。 当 反应 器 内 完全 不 存在 物料 粒子 之 间 的 返 混 
时 ， 这 种 流动 称 为 活塞 流 ， 该 反应 器 称 为 活塞 流 反 应 器 ， 当 反应 器 内 不 同 粕 子 之 问 存在 着 最 
大 返 混 时 ， 流 体 的 流动 称 为 全 混流 ， 该 反应 器 称 为 全 混流 反应 器 。 显 然 ， 活 塞 流 与 全 混流 是 
反应 需 内 返 混 情况 的 两 个 极端 ， 一 个 是 完全 不 存在 返 混 ， 一 个 是 返 混 达到 最 大 ， 因 此 在 上 述 
两 种 假设 流动 状况 下 所 建立 的 反应 器 模型 称 为 理想 流动 模型 ;而 在 实际 的 生物 反应 器 内 流体 
的 返 混 往往 介 于 上 述 两 种 极端 情况 之 间 ， 因 而 称 为 非 理 想 流动 模型 。 因 此 按 流动 模型 来 分 ， 

可 分 为 理想 反应 需 与 非 理 想 反 应 咒 ; 理想 反应 器 又 可 分 为 活塞 流 和 全 混流 反应 器 。 对 生物 反 
应 需 进 行 这 种 分 类 有 利于 对 反应 器 进 行 模拟 与 放大 。 

(4) 根据 反应 器 内 反应 物 系 的 相 态 不 同 ， 可 将 其 分 为 均 相 反应 器 和 非 均 相 反应 器 。 非 
均 相 反应 器 中 又 分 为 气 液 相 、 液 固 相 和 气 液 固 三 相等 多 相反 应 器 。 对 生化 反应 ， 真 正 的 均 相 
反应 是 可 溶 的 酶 催化 反应 ; 对 于 细胞 反应 ， 虽 有 细胞 团 块 存在 ， 但 有 时 也 可 按 拟 均 相 处 理 。 
确定 其 是 均 相 还 是 非 均 相 ， 主 要 看 是 否 存在 传递 因素 的 影响 

(5) 根据 所 采用 的 生物 催化 剂 的 不 同 ， 常 将 生物 反应 器 分 为 酶 反应 应 器 和 细胞 反应 需 两 
大 类 。 在 生物 反应 器 中 ， 若 仅 是 利用 游离 或 固定 化 酶 进行 酶 催化 反应 过 程 ， 则 此 种 反应 器 常 
被 称 为 酶 催化 反应 器 。 eget i arin sn het 
般 的 化 学 反应 器 并 无 多 大 的 区 别 。 此 类 反应 器 的 主要 特点 是 反应 条 件 温和 ， 通 常 在 常温 、 常 
压 下 进行 。 图 7-2 所 示 为 各 类 酶 反应 器 的 示意 图 。 ws 常用 的 为 找 搅拌 槽 式 反 应 器 ， 
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可 分 批 式 或 半分 批 式 操作 。 此 类 反应 器 结构 简单 ， 适 于 小 规模 生产 ， 但 不 能 进行 酶 的 回收 
和 利用 。 we 器 ， 由 于 膜 具 有 选择 透 过 性 ， 只 人 允许 小 分 子 
产物 透 过 ， 而 酶 则 被 截留 回收 ， 重 新 使 用 。 它 特别 适合 于 产物 对 酶 有 抑制 作用 的 反应 体 
系 。 但 存在 酶 的 吸附 损失 或 在 膜 表 面 浓缩 极 化 现象 ， 长 期 操作 时 酶 的 稳定 性 差 。 若 为 固 
定 化 酶 ， 采 用 较 多 的 是 固定 床 和 流 化 床 反 应 器 。 固 定 床 是 一 种 单位 体积 催化 剂 负载 量 多 、 
反应 效率 高 的 反应 器 ， 但 其 床 层 压 力 降 较 大 、 传 质 和 传 热效率 较 低 ， 不 适合 于 含有 颗粒 
或 黏度 很 大 的 底 物 溶液 。 流 化 床 则 为 一 种 装 有 较 小 固定 化 酶 颗粒 的 塔 式 反应 器 。 底 物 以 
足够 大 的 流速 使 颗粒 处 于 流 化 状态 ， 它 具有 良好 的 传 质 、 传 热 性 能 ， 适 于 处 理 黏度 高 的 
底 物 ， 但 它 易 使 固定 化 酶 颗粒 破损 ， 操 作成 本 较 高 。 还 可 采用 由 膜 状 或 板 状 固定 化 酶 组 
装 成 的 膜 型 反应 器 。 


本 循环 一 
| 人 人鱼 环 流 
[xx 
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图 7-2 酶 反应 器 及 操作 方式 示意 图 
(a) 间 鞭 式 搅 拌 钱 ;，(b) 连续 式 搅拌 负 ; (ec) 多 灸 串联 半 连 续 操作 ; 
(d) 搅拌 负 - 超 滤器 联合 装置 ; (e) 流 化 床 ; (1f) 固定 床 ;(g) 带 循环 的 固定 床 


若 在 生物 反应 过 程 中 ,伴随 有 活 细 胞 (包括 微生物 细胞 、 动 物 细胞 、 植 物 细胞 ) 的 
ed 它 是 典型 的 自 催化 反应 过 程 ， 细 胞 既是 生物 反应 的 催化 剂 ， 又 是 反应 的 主 

产物 之 一 ， 此 种 反应 器 称 为 细胞 生物 反应 器 。 根 据 细胞 类 型 的 不 同 ， 细 胞 反应 器 又 可 
er gh i 动物 细胞 反应 器 ( 如 微 载 体 其 浮 培 养 
反应 器 ) 和 植物 细胞 反应 咒 〈 如 光照 生物 反应 器 ) 。 若 根据 细胞 反应 是 否 需 氧 来 考虑 ， 细 胞 
反应 器 又 有 厌 氧 反应 器 和 好 氧 反 应 器 之 分 。 若 根据 细胞 反应 时 底 物 (基质 ) 的 相 态 ， 细 胞 
反应 又 可 分 为 液态 发 酵 和 固态 发 酵 ， 相 应 的 生物 反应 吉 则 可 称 为 液态 生物 反应 器 和 固态 生物 
反应 器 。 与 酶 催化 反应 器 不 同 ， 细 胞 反应 器 中 反应 过 程 复杂 ， 它 是 通过 细胞 中 精确 调控 的 酶 
系 进 行 催化 的 ， 并 经 一 系列 的 生物 反应 将 培养 基 组 分 转化 为 细胞 的 组 成 以 及 各 种 代谢 产物 。 
对 细胞 生物 反应 器 ， 应 用 较 多 的 有 机 械 搅拌 的 槽 式 反应 器 、 气 体 搅拌 的 鼓 泡 塔 和 气 升 式 反应 
器 、 适 用 于 固定 化 细胞 的 固定 床 反应 器 、 滴 流 床 反应 器 和 流 化 床 反应 器 、 膜 式 反 应 器 以 及 固 
态 发 酵 反 应 器 和 适用 于 动物 与 植物 细胞 培养 的 特殊 生物 反应 器 等 。 图 7-3 为 各 种 细胞 生物 反 
应 器 的 示意 图 。 
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图 7-3 几 种 细胞 生物 反应 器 示意 图 
(a) 通用 式 ; (b) 气 升 式 ; (ce) 压力 循环 式 ; (d) 搅拌 环流 式 ; (e) 喷射 环流 ; (f) 鼓 泡 塔 ; (g) 锥 
形 鼓 泡 塔 ;， (h) 多 级 筛 板 的 鼓 泡 塔 ; (i) 多 级 搅拌 塔 ; (j) 泵 循环 多 级 筛 板 的 鼓 泡 塔 ; (k) 泵 循环 填充 床 
G: 气体 ; F: 培养 液 


7.1.3 生物 反应 器 的 设计 基础 


生物 反应 器 是 生物 技术 工艺 的 中 心 环节 ， 对 生物 反应 器 的 选择 与 设计 是 生化 工程 尤其 是 
生物 反应 工程 的 中 心 问题 。 在 基本 上 了 解 了 生化 反应 的 特点 ， 特 别 是 它 的 优 缺 点 之 后 ， 生 物 
反应 器 设计 者 就 要 进行 反应 器 的 设计 以 充分 发 挥 生化 反应 的 优点 ， 并 从 生化 工程 的 角度 来 克 
服 一 些 限制 因素 ， 以 利于 最 大 限度 地 得 到 成 本 最 低 、 产 量 及 质量 最 高 的 产品 ， 因 此 ， 在 进行 
生物 反应 器 设计 时 ， 必 须 满 足下 述 要 求 : 

(1) 生物 因素 。 必 须 有 很 好 的 生物 相 容 性 ， 能 较 好 地 模拟 细胞 的 体内 生长 环境 。 

(2) 化 学 因素 。 必 须 提供 足够 的 时 间 ， 达 到 所 需 的 反应 程度 ， 符 合 过 程 反应 动力 学 的 
要 求 。 

(3) 传 质 因素 。 对 非 均 相反 应 ， 反 应 过 程 常 被 反应 底 物 的 扩散 速率 所 制约 ， 因 此 必须 
尽量 满足 物质 传递 的 要 求 。 

(4) 传 热 因素 。 应 有 能 力 移 除 或 加 入 过 程 的 热量 ， 无 过 热点 存在 。 

(5) 安全 因素 。 有 害 反应 物 和 产物 能 够 实现 隔离 ， 有 优良 的 防 污染 能 力 。 

(6) 操作 因素 。 便 于 操作 和 维修 。 

生物 反应 器 的 主要 设计 内 容 如 下 : 中 选择 合适 的 反应 器 类 型 ， 根 据 反 应 及 物料 的 特性 和 
生产 工艺 特征 ， 确 定 反 应 器 的 操作 方式 、 结 构 类 型 、 传 递 和 流动 方式 等 ，@ 确 定 最 佳 操作 条 
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件 及 其 控制 方式 ， 如 温度 、 压 力 、pH、 通 气量 、 物 料 流量 等 ; @@ 计 算出 所 需 反 应 器 体积 ， 
设计 各 种 结构 参数 等 。 

反应 体积 的 确定 是 反应 器 设计 的 核心 内 容 。 在 反应 器 型 号 和 操作 条 件 已 定 的 情况 下 来 确 
定 反 应 器 体积 ， 这 取决 于 反应 器 内 反应 组 分 的 转化 速率 ， 而 转化 速率 又 取决 于 反应 物 系 的 组 
成 和 操作 条 件 。 一 般 设计 反应 器 时 要 使 用 物料 衡 算 式 、 热 平衡 式 、 反 应 动力 学 公式 和 与 流体 
流动 特性 有 关 的 式 子 等 ， 但 基本 原理 都 是 基于 反应 系统 中 各 成 分 适用 的 质量 守恒 定律 。 无 论 
何 种 封闭 系统 〈 或 领域 ) ， 物 料 平衡 总 是 适用 的 。 如 果 某 一 系统 是 反应 器 整体 ， 那 么 称 为 总 
物料 平衡 ;与 其 对 应 ， 关 于 微小 流体 的 物料 平衡 称 为 微分 物料 平衡 。 这 种 概念 可 用 于 体积 
元 中 ， 适 用 于 各 种 形式 的 生物 反应 器 的 设计 。 

反应 器 设计 的 基本 方程 有 3 类 : 中 描述 浓度 变化 的 物料 衡 算 式 ;@) 描 述 温度 变化 的 能 量 
衔 算 式 ， 或 称 为 能 量 方程 ; @@ 描 述 压 力 变化 的 动量 衡 算 式 。 建 立 这 三 类 方程 的 依据 分 别 是 质 
量 守恒 定律 、 能 量 守恒 定律 和 动量 守恒 定律 。 应 用 上 述 三 大 定律 来 建立 基本 方程 之 前 ， 首 先 
需要 确定 变量 ， 其 次 是 确定 控制 体积 。 变 量 分 因 变 量 和 自 变 量 两 种 。 在 反应 器 设计 和 分 析 
中 ， 建 立 物料 衡 算 式 时 通常 以 反应 组 分 的 浓度 或 某 组 分 的 转化 率 作 为 因 变 量 ; 能 量 衔 算 
式 和 动量 衔 算式 则 分 别 以 反应 物 系 的 温度 和 压力 做 因 变 量 。 对 于 自 变 量 ， 有 时 间 自 变量 
和 空间 自 变量 两 种 。 对 于 稳 态 过 程 ， 由 于 因 变 量 与 时 间 无 关 ， 因 此 在 建立 衡 算式 时 就 不 
须 考虑 时 间 变 量 ， 非 稳 态 过 程 则 两 种 自 变量 均 要 考虑 。 考 虑 空间 自 变 量 时 ， 一 般 只 限于 
一 维 一 一 以 反应 器 的 轴 向 距离 为 空间 自 变量 。 所 谓 控制 体积 是 指 建 立 衡 算式 的 空间 范围 ， 
即 在 多 大 的 空间 范围 内 进行 衡 算 。 其 选择 原则 是 以 能 把 反应 速率 视 为 定 值 的 最 大 空间 范 
围 作为 控制 体积 。 

(1) 物料 衡 算 方 程 : 物料 衡 算 的 基础 是 质量 守恒 定律 ， 根 据 这 一 定律 可 以 对 任 一 封闭 
体系 进行 物料 衡 算 。 对 生化 反应 ， 衡 算 的 组 分 可 选择 底 物 和 产物 ， 也 可 以 进行 细胞 的 衡 算 。 
衡 算 的 时 间 基 准 ， 可 取 某 一 段 时 间或 某 一 瞬时 的 微分 时 间 。 衡 算 的 空间 范围 可 对 一 微 元 体积 
或 对 整个 反应 系统 进行 衡 算 ， 前 者 称 为 微分 物料 衡 算 ， 后 者 称 为 总 物料 衡 算 。 对 反应 基质 和 
产物 进行 物料 衡 算 ， 其 基本 关系 式 为 : 

| Cs ; wd 站 aaa (7-1) 
积 单元 的 量 积 单元 的 量 组 分 转化 量 ) \ 组 分 累积 量 

上 式 是 对 反应 物 〈 底 物 和 基质 ) 而 言 ; 若 对 产物 ， 则 等 号 右边 第 二 项 应 改 为 组 分 生成 
量 ， 并 应 取 负 值 。 

若 对 细胞 进行 物料 衡 算 ， 则 有 : 

| ae ae ; nid bE 

积 单元 的 量 积 单元 的 量 细胞 生长 量 / \ 细 胞 死亡 量 / \ 细 胞 累积 量 

(72) 


在 稳 态 时 ， 即 所 有 状态 参数 均 不 随时 间 而 变化 时 ， 上 述 衡 算式 中 累积 项 均 为 零 。 
(2) 能 量 衡 算 方 程 ， 对 大 多 数 反应 器 ， 一 般 对 能 量 衡 算 式 只 做 热量 衡 算 ， 此 时 称 为 热 
量 衡 算式 。 在 一 定 的 时 间 范 围 内 ， 可 表示 为 : 
Ra | _ Re | ; edad | 
输入 的 热量 ) \ 输 出 的 热量 ) \ 的 反应 热 累积 的 热量 
如 果 反应 为 放 热 反 应 ， 则 等 号 右边 第 二 项 取 负 号 ; 如 果 为 吸 热 反应 ， 则 应 取 正 号 。 
对 于 动量 衡 算 ， 由 于 生物 反应 器 一 般 可 做 恒 压 处 理 ， 因 此 动量 衡 算式 可 略 去 。 


(7-3) 
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生物 反应 器 设计 的 目标 是 要 获得 最 高 的 体积 产 率 和 产物 得 率 。 

1. 生物 反应 器 的 体积 产 率 ( Qsp) ”如 何 使 一 个 生物 反应 器 能 有 最 高 的 体积 产 率 On 
( 即 每 小 时 每 升 反 应 体积 能 生产 的 产品 质量 ,， gL”. h-) 呢 ? 现 以 Cooney 图 解 来 看 
(图 74)， 纵 坐标 表示 产 率 0,， 横 坐标 表示 催化 剂 浓度 cx 〈 即 每 升 反应 体积 的 催化 剂 质 
量 ) ， 也 即 生 物 反 应 器 中 的 细胞 浓度 或 酶 浓度 。 产 率 随 着 催化 剂 浓度 cx 及 比 活力 5。( 即 酶 
或 细胞 的 催化 效率 ) 的 增加 而 增加 。 垂 直 虚 线 为 催化 剂 浓度 的 最 大 值 。 水 平 虚线 表示 产 率 
的 最 高 限度 。 它 是 基础 产物 合成 时 质 与 热 的 传递 的 结果 。 

当 一 个 微生物 或 生物 催化 剂 的 比 活力 5, 得 到 提高 ， 就 意味 着 用 较 少 量 的 催化 剂 可 得 到 
较 大 的 产 率 0。， 催 化 剂 成 本 就 会 下 降 ， 这 是 生物 化 学 家 的 一 个 研究 任务 。 而 工程 设计 的 改 
进 以 利于 热 及 质 的 转移 可 提高 最 大 产 率 的 限度 ， 这 是 生化 工程 学 家 的 一 个 研究 任务 。 


最 大 生产 能 力 2 


催化 剂 
比 活力 


生物 反应 器 中 体积 产 率 Op 


生物 催化 剂 浓度 cx ”最 大 浓度 
图 7-4 生物 反应 器 中 体积 产 率 Qp 与 催化 剂 浓度 cx 之 间 的 关系 


2. 生物 反应 器 的 产物 得 率 ( Rpyx) 上 面 从 原则 上 讨论 了 如 何 使 一 个 生物 反应 器 能 有 最 
高 的 体积 产 率 Op ， 现 在 的 问题 是 如 何 克 服 限制 因素 ? 首先 ， 在 设计 生物 反应 器 时 要 考虑 的 
是 如 何 利用 最 少 的 原料 得 到 最 多 的 产物 ， 也 就 是 由 原料 到 产品 的 转化 率 Y,。( 每 克 底 物 能 得 
到 的 产品 克 数 ) 的 提高 。 当 然 ， 还 要 考虑 到 催化 剂 作用 的 选择 性 或 者 对 底 物 作用 的 特异 性 ， 
以 保证 将 副产品 的 产生 降 到 最 低 限 度 ， 因 为 副产品 的 存在 将 严重 影响 产品 的 回收 率 及 质量 。 
另外 ,产品 的 最 大 转化 率 还 受 反 应 热力 学 的 控制 。 而 实际 的 产 率 则 常常 受到 生物 转化 的 机 制 
及 合成 生物 催化 剂 的 必需 条 件 影响 。 


Rox = 多 500d (74) 


式 中 : Rx 为 产物 对 催化 剂 的 得 率 ， 即 每 克 催 化 剂 所 能 生产 的 产品 质量 (gg71); Ys 为 产 
物 对 底 物 的 得 率 ， 即 每 克 底 物 所 能 得 到 的 产品 质量 (g. g ); S。(1) 为 比 活力 ， 即 每 单位 
时 间 内 每 克 细胞 或 酶 所 能 作用 的 底 物质 量 (g. gs …) ， 它 表示 催化 剂 的 催化 效率 ; i. 为 
催化 剂 的 有 效 时 间 ， 一般 以 半衰期 表示 。 

生物 反应 器 的 最 终 目标 是 设法 得 到 最 大 的 Ryx 值 ， 不 同 的 反应 ， 可 能 Rex 值 相差 很 大 。 
如 以 固定 化 葡萄 糖 异 构 酶 生产 高 果糖 浆 为 例 ，Rs >2500， 即 每 克 酶 制品 可 生产 2500g 以 上 
高 果糖 浆 ， 而 对 单 细胞 蛋白 或 乙醇 来 说 ， 则 Rsx 值 几乎 为 1 ~ 10， 特 殊 的 医药 产品 如 青霉素 
的 Rox 值 则 为 1。 

在 酶 促 生物 反应 中 ， 提 高 酶 的 比 活力 S. 和 稳定 性 以 及 提高 细胞 的 产 酶 率 ， 均 可 改进 
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Rax 值 。 在 微生物 发 酵 反 应 中 ， 则 可 控制 用 于 细胞 生长 、 产 物 及 副产品 的 合成 及 维持 细胞 代 
谢 的 原料 需 用 量 来 提高 Ys 值 ， 以 提高 Rex 值 。 这 些 皆 可 通过 遗传 工程 的 手段 和 改进 反应 条 
件 及 通过 细胞 的 循环 使 用 或 固定 化 技术 来 解决 。 也 就 是 说 ，Rex 的 最 大 值 可 通过 生化 工程 手 
段 来 提高 比 活力 、 选 择 性 及 有 效 催化 时 间 来 实现 。 

产物 的 浓度 是 一 个 影响 分 离 提纯 ， 即 回收 成 本 高 低 的 关键 问题 。 在 连续 工艺 中 ， 产 物 浓 
度 ce 与 操作 条 件 的 关系 如 下 : 


cp = 2 = a (7-5) 
式 中 ; cr 为 产物 浓度 (gL); 5, 为 比 活力 (g .gs 1) ;VV 为 反应 器 体积 (L) ; cx 为 
催化 剂 浓度 (g. L”') ;FF 为 反应 液 流速 (L. s …); D 为 稀释 率 (s-) 。 

由 式 (7-5) 可 知 ， 降 低 流速 或 增加 催化 剂 的 浓度 或 比 活力 ， 都 可 以 提高 产物 的 浓度 。 
传统 的 以 微生物 活 细胞 为 催化 剂 的 发 酵 工 艺 ， 如 抗生素 、 氮 基 酸 及 有 机 酸 的 发 酵 ， 就 是 以 分 
批发 酵 或 补 料 分 批发 酵 进行 的 ， 因 为 分 批发 酵 过 程 中 的 流速 =0， 故 可 得 到 最 大 的 产物 浓 
度 ， 而 连续 发 酵 工艺 中 的 产 率 较 高 而 产物 浓度 则 较 低 。 就 提高 酶 浓度 来 说 ， 固 定 化 技术 是 一 
个 最 好 的 方法 ， 它 可 超越 高 蛋白 溶液 的 限制 使 反应 器 中 催化 剂 浓度 大 大 增加 ， 而 且 可 反复 使 
用 多 次 ， 又 易 与 产物 分 离 。 所 以 ， 各 种 类 型 的 固定 化 生物 催化 剂 的 生物 反应 器 必 将 日 益 得 到 
发 展 。 


7.2 机械 搅拌 式 生物 反应 器 


机 械 搅拌 模式 反应 器 是 生物 反应 过 程 中 应 用 最 多 的 一 类 反应 器 ， 医 药 工 业 第 一 个 大 规模 
的 微生物 发 酵 过 程 一 一 青霉素 生产 就 是 在 机 械 搅拌 槽 式 反 应 器 中 进行 的 。 而 且 迄 今 为 止 ， 对 
新 的 生物 反应 过 程 ， 首 选 的 生物 反应 咒 仍 然 是 机 械 搅拌 式 反 应 器 。 机 械 搅拌 槽 式 反 应 需 能 适 
用 于 大 多 数 的 生物 反应 过 程 ， 是 形成 标准 化 的 通用 产品 。 对 于 工厂 来 说 ， 使 用 通用 设备 ， 对 
不 同 的 微生物 反应 过 程 具有 更 大 的 灵活 性 。 因 此 通常 只 有 在 机 械 搅拌 模式 反应 器 的 气 液 传递 
性 能 或 剪 切 应 力 不 能 满足 生物 反应 过 程 时 才 会 考虑 用 其 他 类 型 的 反应 器 。 机 械 搅拌 槽 式 反 应 
器 大 多 数 用 于 间 鞭 反应 。 该 类 反应 器 的 主要 特征 是 既 有 机 械 搅拌 装置 ， 又 有 通 入 压缩 空气 装 
置 。 其 主要 优点 是 操作 弹性 大 ， 适 应 性 强 ，pH 和 温度 易于 控制 ， 放 大 容易 ; 主要 缺点 是 内 
部 结构 复杂 ， 制 造 费 用 高 ， 运 行 能 耗 高 ， 易 造成 杂 菌 污染 ， 机 械 剪 切 应 力 大 ， 易 造成 某 些 细 
胞 ， 如 丝 状 菌 和 动 、 植 物 细胞 的 损伤 。 对 需 氧 量 大 、 反 应 液 黏度 高 ， 且 呈 非 牛顿 型 流动 特性 
的 细胞 反应 过 程 ， 一 般 采 用 该 类 反应 器 。 


7.2.1 结构 特点 及 操作 


机 械 搅拌 槽 式 反 应 器 的 结构 如 图 7-5 所 示 。 反 应 器 外 形 为 圆柱 形 ， 为 承受 灭 菌 时 的 共 
汽 压力 ， 羔 和 底 的 封 头 为 椭圆 形 ， 中 心 轴 位 置 上 装 有 搅拌 器 。 它 的 几何 尺寸 已 趋 于 标准 
化 。 具 体 尺寸 比例 的 范围 为 (各 符号 参看 图 7-6): HAD 为 1.7~3; d/D 为 1/2~1/3; RD 
为 1/8 ~1712; B/D 为 0.8~1.0; S/d 为 1~2.5。 
反应 器 的 主要 组 成 部 分 有 壳 体 、 机 械 搅拌 系统 (搅拌 器 、 挡 板 、 轴 封 、 联 轴 器 和 中 间 
轴承 等 ) 、 通 气 系统 (空气 分 布 器 ) 、 温 控 系 统 、 消 泡 系统 、pH 控制 系统 等 ， 并 在 壳 体 的 适 
当 位 置 设置 排 气 、 取 样 、 接 种 、 进 料 口 、 出 料 口 以 及 人 孔 和 视 镜 等 部 件 。 
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培养 基 En 排 气 列 菌 过 滤 


菌 种 
酸 、 碱 和 消 泡 齐 | 
空气 无 菌 过 滤 
|} 一 传 热 夹 套 
挡 板 Pa 
下 
| 上 二 搅拌 浆 本 b 
出 0; 电极 站 "| 
pH 电极 f 
Ps | 
HH In W 中 全 
Re Wm pe 
|s 空气 分 布 器 -人 一- 
机械 密封 | 
kx | 电动 机 因 4 | 
排 液 与 放 料 = 一 一 


图 7-5 通用 式 机 械 搅 拌 槽 式 反应 器 示意 图 图 7-6 通用 式 机 械 搅 拌 模式 反应 器 几何 尺寸 比例 
H: 简体 高 度 (m) ; D: 反应 器 直径 (m); W: 挡 板 
高 度 (m) ; d: 搅拌 器 直径 (m); HL: 液 位 高 度 (m); 

5: 搅拌 器 的 间距 (m) ; B: 搅拌 器 距 底 部 的 间距 (my) 


(1) 搅拌 系统 : 主要 由 电机 、 变 速 箱 、 搅 拌 轴 、 搅 拌 桨 、 轴 封 和 挡 板 组 成 。 电 极 和 变 
速 箱 置 于 饶 体 之 外 。 对 小 型 反应 器 ， 可 以 采用 单 相 电 驱动 的 电机 ， 而 大 型 反应 器 所 用 的 一 般 
均 为 三 相 电 机 。 这 是 因为 相同 功率 下 后 者 的 电流 较 小 ， 因 而 发 热量 也 相应 降低 。 对 大 型 反应 
器 ， 由 于 电机 的 转速 一 般 远 高 于 搅拌 转速 ， 必 须 通过 变速 箱 降 低 转速 。 实 验 室 小 型 反应 需 可 
以 采用 无 级 变速 ， 不 需要 变速 箱 。 在 间 吹 培养 时 ， 细 胞 生长 各 个 阶段 对 剪 切 应 力 和 氧 传递 有 
不 同 的 要 求 ， 为 了 降低 功 耗 ， 最 好 采用 可 调 速 电机 。 

搅拌 轴 既 可 以 从 顶部 伸 入 翁 体 ， 也 可 以 从 底部 伸 入 镀 体 ， 前 者 称 为 上 搅拌 ， 后 者 称 为 下 
搅拌 。 一 般 而 言 ， 上 搅拌 的 制造 和 安装 成 本 要 略 高 于 下 搅拌 。 但 是 ,采用 下 搅拌 时 ， 培 养 基 
中 的 固体 颗粒 或 者 可 溶性 成 分 在 水 分 挥发 后 形成 的 结晶 会 损坏 轴 封 ,使 其 维护 成 本 增加 。 不 
同 尺寸 的 通气 搅拌 钠 ， 其 搅拌 桨 层 数 也 不 同 ， 小 型 通气 搅拌 饮 一 般 只 有 一 层 搅拌 桨 ， 而 大 型 
通气 搅拌 钢 一 般 具 有 2 ~4 层 搅拌 桨 以 改善 混合 和 传 质 。 

轴 封 的 主要 作用 是 防止 环境 中 的 微生物 进入 反应 器 。 机 械 传动 部 件 往往 是 造成 染 菌 的 主 
要 原因 之 一 ， 因 此 轴 封 设计 的 关键 是 避免 染 菌 和 泄漏 ， 应 尽 可 能 采用 无 菌 密封 材料 。 

挡 板 的 作用 则 是 防止 液 面 产生 旋涡 ， 改 变 液 流 方向 ， 由 径 向 流 变 为 轴 向 流 ， 促 使 流体 翻 
动 ， 增 加 传 质 与 混合 。 通 常 要求 达 到 “全 挡 板 条 件 ” 。 全 挡 板 条 件 是 指 在 一 定 的 搅拌 转速 
下 ， 在 搅拌 模 反 应 器 中 再 增加 挡 板 时 ， 搅 拌 功率 不 再 增加 ， 而 洲 涡 基本 消失 。 满 足 全 挡 板 条 
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件 的 挡 板 数 或 宽度 由 式 (7-6) 确定 : 

机 

D2 =0.4 (7-6) 
式 中 : 丈 为 挡 板 宽度 (m) ; D 为 反应 器 直径 (m) ; Z 为 挡 板 数量 。 

搅拌 器 的 主要 作用 有 : 打 碎 气泡 、 增 加 气 液 接触 面积 ， 产生 涡流 ， 延 长 气泡 在 液体 中 的 停 

留 时 间 ; 造成 清流 ， 减 小 气泡 外 滞留 膜 的 厚度 ; 将 能 量 传递 给 液体 ， 使 其 充分 混合 并 使 液体 中 
的 固 相 物 料 保持 悬浮 状态 。 根 据 搅 拌 所 产生 的 流体 运动 的 初始 方向 ， 可 以 将 搅拌 轴 分 为 径 向 流 
搅拌 轴 和 轴 向 流 搅 拌 轴 。 径 向 流 搅 拌 器 将 流体 向 外 推进 ， 使 流体 沿 叶轮 半径 方向 排出 ， 当 遇 反 
应 器 内 壁 和 挡 板 后 再 向 上 下 两 侧 折 返 ， 产 生 次 生 流 ， 即 轴 向 流 。 轴 向 流 搅拌 器 则 使 流体 一 开始 
就 沿 轴 向 运动 。 图 7-7 表示 了 机 械 搅拌 反应 器 中 的 两 种 流体 流动 形态 。 一 般 而 言 ， 带 轴 向 流 搅 
拌 器 的 反应 器 ， 其 功率 特征 数 较 低 ， 达 到 同样 的 混合 效果 所 需 消 耗 的 能 量 远 低 于 径 向 流 搅 拌 
桨 。 径 向 流 搅 拌 桨 所 造成 的 剪 切 应 力 大 于 轴 向 流 搅拌 桨 ， 这 有 利于 打 碎 气泡 ， 从 而 增 大 氧 传递 
速率 ， 但 会 对 有 些 细胞 产生 伤害 。 因 此 ， 径 向 流 搅拌 桨 多 用 于 对 剪 切 应 力 不 敏 感 的 好 氧 细菌 和 
酵母 的 培养 ， 而 轴 向 流 搅 拌 奖 多 用 于 对 剪 切 应 力 敏感 的 生物 反应 体系 。 对 于 大 型 发 酵 铅 ， 可 采 
eh ae ge rei em eo 般 采用 平板 桨 ， 这 种 
奖 具 有 优良 的 气泡 破碎 效果 ， 这 是 在 青霉素 发 酵 研 究 和 开发 中 得 到 的 经 验 ， 一 直 沿 用 至 今 。 


四 (b) 


图 7-7 机 械 搅拌 反应 器 中 流动 形态 示意 图 
(a) 径 向 流 ;(b) 轴 向 流 


向 流 搅拌 器 中 最 典型 的 是 涡轮 式 搅 拌 器 。 由 于 涡轮 的 叶片 对 液体 施加 一 个 径 向 离心 

为 ; oe 并 在 反应 器 内 循环 。 no 
的 剪 切 作用 强烈 ， 有 利于 气泡 破碎 以 增 大 氧 的 传递 速率 ， 但 其 功率 消耗 大 ， 作 用 范围 小 ， 
会 对 某 些 细胞 产生 伤害 。 由 于 该 类 搅拌 器 多 用 于 对 剪 切 应 oa 
过 程 。 常 用 的 涡轮 式 搅 拌 器 有 平 叶 式 、 弯 叶 式 和 箭 叶 式 3 种 。 

螺旋 桨 搅拌 器 则 为 一 种 以 轴 向 流动 为 主 的 搅拌 器 。 它 将 反应 器 内 的 液体 向 下 或 向 上 推进 ， 
ee。 产生 的 循环 量 大 ， 混 合 效果 好 ， 但 其 造成 的 剪 切 率 较 
低 ， 对 细胞 的 分 散 效 果 差 ,适合 于 要 求 反 应 如 内 流体 混合 均匀 、 剪 切 性 能 温和 的 细胞 反应 过 
ee we SRN 和 

对 大 型 生物 反应 器 ， 常 将 涡轮 式 搅拌 器 和 螺旋 桨 式 搅拌 器 组 合 使 用 ， 既 可 利用 涡轮 式 搅 
拌 器 强化 小 范围 的 涡流 扩散 ， 实 现 小 范围 的 气 液 混合 ， 又 可 利用 螺旋 桨 式 搅 拌 器 强化 主体 对 
流 扩散 ， 实 现 大 范围 的 气 液 混 合 。 其 组 合 方式 是 ， 下 层 选 用 涡轮 搅拌 器 ， 上 层 选用 螺旋 桨 式 
搅拌 器 ， 该 组 合 形式 可 以 提高 传 质 系 数 ， 降 低 功率 消耗 ， 降 低 剪 切 应 力 。 
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(9 (d) 


图 7-8 典型 搅拌 器 示意 图 
(a) 直 叶 涡轮 ( 径 ); (b) 弯 叶 桨 ( 径 ); 
(c) 螺旋 桨 ( 轴 ); (d) 斜 叶 桨 ( 轴 ) 


若 采 用 固定 化 酶 或 固定 化 细胞 为 催化 剂 时 ， 或 因 催化 剂 用 量 大 、 颗 粒 小 ， 或 因 所 处 理 的 
底 物 为 非 水 溶性 的 ， 或 因 反应 物 黏 性 很 大 ， 此 时 反应 器 常 称 为 机 械 搅 拌 交 反应 器 。 为 了 防止 
搅拌 浆 的 剪 切 应 力 对 催化 剂 的 损伤 和 有 利于 黏 性 物料 的 混合 ， 常 采用 框 锚 式 和 螺旋 螺杆 式 搅 


拌 桨 ， 如 图 7-9 所 示 。 
a 


(b) (9) 


图 7-9 轴 向 流 搅拌 反应 器 和 搅拌 桨 示意 图 
(a) 反应 器 内 流动 模式 ; (b) 框 锚 式 搅拌 桨 ;(c) 螺旋 螺杆 式 搅拌 桨 


(2) 通气 系统 : 好 氧 过 程 中 ， 气 体 分 布 器 置 于 反应 器 底部 最 底层 搅拌 桨 叶 的 下 面 。 气 
体 分 布 器 有 带 孔 的 平板 、 带 孔 的 盘 管 或 只 是 一 根 单 管 ee 一 般 孔 口 朝 下 。 气体 通 
过 气体 分 布 器 从 底部 通 入 ， 自 由 上 升 ， 直 至 碰 到 搅拌 器 底盘 ， 与 液体 混合 ， 在 离心 力 的 作用 
下 ， 从 中 心 向 反应 器 壁 发 生 径 向 运动 ， 并 在 此 过 程 中 发 生 分 散 。 反 应 器 还 装配 了 出 口气 体 冷 
凝 和 过 滤 装 置 。 出 口气 体 进行 冷凝 可 避免 反应 液 中 水 分 的 过 度 蒸发 ; 过 滤 既 可 防止 外 界 杂 菌 
通过 空气 出 口 进入 反应 器 内 ， 也 可 避免 反应 器 中 菌株 扩散 到 环境 中 去 。 

(3) 温 控 系统 : 由 于 细胞 反应 和 机 械 搅拌 都 是 放 热 过 程 ， 因 此 多 数 生物 反应 系统 在 运 
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行 期 间 需 要 冷却 。 对 小 于 5m 的 小 型 通气 搅拌 模式 反应 器 ， 多 采用 外 部 夹 套 作为 换 热 装置 ， 
其 优点 是 结构 简单 ， 加 工 容 易 ， 反 应 器 内 无 冷却 装置 ， 死 角 少 ， 容 易 进 行 清洗 和 灭 菌 工作 ， 
缺点 是 传 热 壁 较 厚 ， 冷 却 水 流速 低 ， 降 温 效果 差 。 对 大 型 反应 器 ， 多 采用 反应 器 内 装 有 蛇 形 
管 换 热 装 置 ， 它 的 优点 是 管内 冷却 水 流速 大 ， 传 热效率 高 ， 但 它 需 要 占用 反应 器 空 间 ， 并 给 
反应 器 清洗 和 灭 菌 增 加 了 难度 。 

(4) 消 泡 系统 : 消 泡 系统 对 需 氧 细胞 反应 过 程 非常 重要 ， 这 是 因为 反应 液 中 的 蛋白 质 或 
多 肽 缘 为 表面 活性 剂 ， 它 的 存在 会 使 反应 液 在 通气 和 搅拌 的 条 件 下 产生 泡沫 ， 过 量 的 泡沫 会 堵 
塞 空气 出 口 过 滤器 ， 或 导致 反应 液 泄漏 ， 或 造成 反应 器 压力 升 高 ， 因 此 要 从 反应 器 设计 和 操 
作 两 个 方面 进行 泡沫 控制 。 从 设计 方面 要 求 ， 反 应 器 装 液 量 一 般 不 超过 总 体积 的 70% ~ 
80% ， 这 一 方面 是 由 于 通气 后 反应 器 内 的 液 位 会 有 所 升 高 ， 另 一 方面 是 为 了 预 留 部 分 空间 ， 
以 便 为 消除 泡沫 提供 一 缓冲 的 空间 。 同 时 ， 常 在 反应 器 顶部 装 有 一 消 泡 桨 ， 以 通过 机 械 作用 
消除 泡沫 。 在 操作 方面 ， 通 常 采用 添加 化 学 消 泡 剂 的 方法 。 植 物 油 、 聚 醚 类 非 离子 型 表面 活 
性 剂 都 可 用 以 化 学 消 泡 ， 或 直接 加 入 培养 基 中 ， 或 在 反应 进行 过 程 中 加 入 。 通 常 装 有 液 位 电 
极 ， 一 旦 泡沫 达到 相应 高 度 ， 就 可 通过 消 泡 控制 装置 自动 向 反应 器 中 流 加 消 泡 剂 。 

(5) pH 控制 系统 : 细胞 生长 反应 都 有 最 适 pH， 因 此 须 对 反应 液 的 pH 进行 检测 和 控 
制 。pH 控制 系统 包括 pH 电极 ， 酸 、 碱 储 钠 及 相应 的 控制 系统 。 根 据 不 同 反 应 的 需要 ， 可 
加 酸 或 加 碱 。 对 流 加 培养 ， 通 过 其 补 料 已 能 起 到 调节 pH 的 作用 ， 例 如 在 青霉素 发 酵 中 ， 通 
过 控制 葡萄 糖 的 流 加 速率 来 控制 反应 液 的 pH。 


7.2.2 搅拌 功率 的 计算 


搅拌 功率 指 搅拌 器 输入 搅拌 流体 的 功率 ， 即 用 以 克服 流体 阻力 所 需 用 的 功率 ， 简称 为 轴 
功率 。 

1. 搅拌 功率 的 基本 计算 方程 ”影响 搅拌 功率 计算 的 因素 主要 有 反应 器 的 设备 参数 ( 包 
括 反应 器 直径 刀 、 液 柱 高 度 有 九 、 搅 拌 器 直径 4d、 挡 板 的 数量 和 宽度 下 ) 、 反 应 液 物性 参数 
(包括 液体 密度 pm 和 黏度 w ) 和 操作 参数 ( 转 数 N) 等 。 

由 于 反应 器 直径 刀 、 液 柱 高 度 页 、 挡 板 的 宽度 下 都 与 搅拌 器 的 直径 d 有 一 定 比 例 关 系 ， 
故 可 不 作为 独立 变量 ， 于 是 有 : 

P = f(d,N,pi ,Mr,8) (7-7) 

式 中 ,pi 是 液体 密度 (kg .m 一) 。 

通过 量 纲 分 析 与 实验 证 明 ， 对 无 通气 的 牛顿 型 流体 ， 可 得 到 如 下 关联 式 : 


Na = KRe* FrY (7-8) 
P Ndp.Y /May 

或 = Kn) (Fa (7.9) 
Ndor HL 人 


式 中 : Ns 表示 功率 准 数 ， 表 征 机 械 搅拌 所 施 于 单位 体积 被 搅拌 液体 的 外 力 与 单位 体积 被 搅 
拌 液体 的 惯性 力 之 比 ; Re 表示 搅拌 雷诺 准 数 ，Fr 表示 搅拌 弗 鲁 特 准 数 ; K 表示 与 反应 器 几 
何 尺 寸 、 搅 拌 器 型 号 有 关 的 常数 ; 站 、 了 表示 关联 参数 。 
2. 无 通气 时 牛顿 型 流体 的 搅拌 功率 ”在 全 挡 板 条 件 下 无 旋涡 时 ， 则 了 =0，Fr =1。 所 
以 ， 在 全 挡 板 、 无 通气 、 牛 顿 型 反应 液 条 件 下 有 : 
Np = KRe™ (7-10) 
即 N; 仅 是 Re 的 函数 ， 与 流体 的 流动 状态 有 关 。 
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在 D/d=3,，Hi/d=3,B/d=1,，D/W=10 的 比例 尺寸 下 进行 实验 , 平 叶 涡轮 桨 、 平 叶 
效 和 螺旋 桨 的 功率 准 数 与 搅拌 雷诺 准 数 的 关联 曲线 如 图 7-10 所 示 。 


102 ， ， 
NE 渍 | 过 渡 流 | 注 渍 

10 | | 倍 叶 渴 轮 
< [| ， 昱 叶 交 
, T | 
螺旋 桨 

10 102 103 10+ 105 10° 

Re 


7-10 搅拌 器 的 Re - N; 关系 曲线 


根据 图 7-10， 可 以 看 出 : 
当 Re <10， 流 体 处 于 层 流 状态 ， 此 时 和 = -1， 则 
N» =KRe-: (7-11 ) 
或 表示 为 P = KuNd’ (T2123 
当 Re >10` ， 流 体 处 于 消 流 状态 ， 此 时 和 =0， 这 表明 在 消 流 阶段 ， 功 率 准 数 与 搅拌 雷诺 
准 数 无 关 ， 则 
Ns, = 天 (7-13 ) 
或 为 
Ne = Kp.N’ds (7-14) 
从 式 (7-12) 和 式 (7-14) 中 可 以 看 出 : 层 流 状态 所 需 功 率 与 液体 密度 无 关 ， 而 与 液 
体 黏度 成 正比 ; @) 消 流 状态 所 需 功 率 则 与 液体 黏度 无 关 ， 但 与 液体 密度 成 正比 ; @ 搅 拌 器 直 
径 大 小 对 功率 消耗 的 影响 明显 大 于 搅拌 速度 大 小 对 功率 消耗 的 影响 程度 。 
不 同 搅拌 器 的 天 值 如 表 7-1 所 示 。 


表 7-1 不 同 搅拌 器 的 K 值 


搅拌 器 的 型 号 一 一 - 搅拌 器 的 型 号 
湛 流 


三 叶 螺 旋 桨 ， 螺 距 =d 8 0.32 六 箭 叶 涡轮 搅拌 器 
三 叶 螺 旋 桨 ， 螺 距 =2d 。 LO 六 弯 叶 封闭 式 涡轮 搅拌 器 
四 平 叶 涡轮 搅拌 絮 8 4.50 平 桨 式 
六 平 叶 涡轮 搅拌 器 6. 10 锚 式 
六 弯 叶 涡轮 搅拌 器 1 4.80 螺 带 式 


在 多 数 情况 下 ， 搅 拌 器 在 潮流 情况 下 操作 ， 故 可 用 式 (7-14) 计算 搅拌 功率 。 而 对 于 
10 < Re <10* 的 过 渡 流 状态 ， 液 体 的 密度 和 黏度 均 影响 其 功率 消耗 , K 与 X 均 随 Re 而 变化 。 
与 上 述 标准 的 反应 器 几何 尺寸 比例 不 一 致 的 实际 反应 器 ， 其 搅拌 功率 P* 可 按 式 (7-15 ) 
求 出 : 
PpP*=/p (7-15) 
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7 = 二 2073) (7-16) 
式 中 带 * 的 数值 表示 为 实际 反应 器 的 值 。 
多 层 搅拌 器 的 功率 可 用 下 式 计算 ; 
P,=P (0.4 + 0.6m) (7-17) 
式 中 ，m 为 氨 拉 器 层 数 ;为 单 层 撑 拉 器 的 功率 (W)。 
3.， 无 通气 时 非 牛顿 型 流体 的 捞 拌 功率 ”估算 非 牛顿 型 流体 的 搅拌 功 率 将 更 加 困难 。 这 
是 因为 ， 一 方面 对 高 儿 性 流体 要 达到 充分 的 湛 流 状态 几乎 是 不 可 能 的 ， 因 此 Ni 值 总 是 与 到 
的 值 相关 ， 另 一 方面 非 牛顿 型 流体 的 黏度 是 随 剪 切 情况 而 变化 的 。 因 此 搅拌 雷 诺 准 数 是 以 流 
体 的 表 观 共度 定义 的 ， 即 : 


式 中 , /为 校正 系数 。 


二 Nd pr 


Re (7-18) 


Ha 
对 细胞 反应 过 程 ， 大 部 分 非 牛顿 型 流体 为 假 塑 性 流体 ， 又 称 震 律 流体 。 该 流体 的 表 观 秋 
度 为 w。 = Ky"" ， 所 以 : 
号 Nd pr 


Re = Ry (7-19) 
在 搅拌 槽 内 ， 时 均 剪 切 率 y。。 是 搅拌 速度 的 线性 函数 ， 即 : 
六 三 (7-20) 


式 中 : y。 为 时 均 前 切 率 (s-!) ;上 为 与 搅拌 器 形式 有 关 的 常数 ;WN 为 搅拌 速度 (r .s-!)。 
将 式 (7-20) 代入 式 (7-19) ， 得 到 : 

Re = a 

i 


(721) 


不 同 搅拌 器 的 大 值 如 表 7-2 所 示 。 


需要 指出 的 是 ， 非 牛顿 型 流体 的 表 观 黏度 人/, 在 反应 过 程 中 是 变化 的 。 
图 7-11 为 非 牛顿 型 流体 的 功率 准 数 与 搅拌 雷诺 准 数 的 关系 曲线 。 从 图 中 可 以 看 出 ， 当 
Re <40 时 ， 液 体 处 于 清流 状态 ，mNu 与 Re 成 为 斜率 为 -1 的 直线 ; 当 Re >500 时 ,液体 处 于 


消 流 状态 ，Ns 保持 恒定 ; 而 10 < Re <500 时 ,液体 为 过 渡 流 状态 ， 此 时 Nu 与 Re 之 间 的 关 
系 则 比较 复杂 。 


4. 通气 状态 下 的 搅拌 功率 ”由 于 通气 时 流体 的 密度 减 小 ， 并 且 在 搅拌 桨 叶 的 尾部 存在 
气 穴 ， 致 使 流体 流动 的 阻力 减 小 ， 因 此 通气 时 所 消耗 的 搅拌 功率 要 小 于 未 通气 时 的 搅拌 功率 
消耗 。 一 般 搅拌 功率 要 下 降 到 原 功 率 的 1/2 ~ 1/3。 但 由 于 搅拌 槽 中 气体 分 散 状况 的 不 连续 
性 和 随机 性 ， 若 要 得 到 一 准确 预测 功率 消耗 的 关系 式 是 困难 的 。 常 用 的 方法 是 将 通气 与 非 通 
气 时 所 消耗 的 功率 之 比 作为 有 关 条 件 的 函数 来 加 以 描述 。 
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| 10 10? 103 10+ 


图 7-11 非 牛顿 型 流体 Np 与 Re 之 间 的 关系 曲线 


Hughmark 提出 关联 式 为 


Pp 0 -0.25 N2d4 -0.20 
一 一 Ce ee 
F-01016 ] E79 722) 


式 中 : P,、P 为 分 别 为 通气 与 未 通气 时 的 搅拌 功率 (W); Q, 为 通气 速率 (L/s); Wi 为 液 
相 体积 (L) ; WW 为 搅拌 器 桨 叶 宽 度 (m) 。 
Reuss 用 无 量 纲 分 析 得 到 下 式 : 


P, ee oa/ Ds 
FS 0312F;° Rese (二 (7-23) 
@ 总 区 
式 中 , N, = Np 为 通气 数 。 
Brown 提出 下 述 关联 式 : 
= aexp( - 40,) (7-24) 


式 中 ,a、5 为 与 气体 流速 和 搅拌 器 直径 有 关 的 关联 系数 。 
根据 上 述 关联 式 (7-22)、 式 (723) 和 式 (7-24)， 以 过 相对 于 只 作 图 ， 如 图 7-12 所 示 。 


用 Brown 关 联 式 绘 成 的 曲线 
用 Hughmark 关 联 式 绘 成 的 曲线 


用 Reuss 关 联 式 绘 成 的 曲线 


0 1 h 1 
50 100 150 N(x103) 


7-12 ”通气 时 的 搅拌 功率 曲线 


Hi/D=0.47; N=2.6s-! 


从 图 7-12 可 以 看 出 ， 随 着 通气 数 N, 的 增加 ， 其 功率 消耗 下 降 。 近 似 估计 ， 通 气 时 功率 
消耗 约 为 非 通气 时 功率 消耗 的 一 半 。 
Michel 提出 的 经 验 关 联 式 为 
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四 3 (7.25) 


区 QO 56 
在 d/D 值 位 于 1/2~1/3 时 , c 为 0.101 ~0.157。 
7.2.3 机 械 搅拌 式 生物 反应 器 的 应 用 


机 械 搅拌 式 生 物 反 应 器 的 优点 是 在 操作 上 有 较 大 的 适应 能 力 ， 气 体 分 散 良好 ， 特 别 适用 于 
放 热量 大 和 需要 较 高 气 含 率 的 生物 反应 ， 是 生物 反应 过 程 中 应 用 最 多 的 一 类 反应 器 。 目 前 世界 
上 约 95% 的 生物 产品 如 酶 制剂 、 抗 生 素 、 氨 基 酸 等 都 是 用 机 械 搅 拌 式 生 物 反 应 器 生产 的 。 

(1) 酶 制剂 早期 的 酶 制剂 都 是 从 动物 、 植 物 中 提取 的 , 但 是 动 、 植 物资 源 受到 各 种 
条 件 的 限制 ， 不 易 扩大 生产 。 微 生物 具有 生长 迅速 、 种 类 繁多 的 特点 ， 再 加 上 几乎 所 有 的 
动 、 植 物 酶 都 可 以 由 微生物 得 到 ， 且 微生物 易 变异 ， 通 过 菌 种 改良 可 以 进一步 提高 酶 的 产 
量 ， 改 善 酶 的 生产 和 酶 的 性 质 ， 因 此 目前 工业 酶 制剂 几乎 都 是 用 微生物 发 酵 进行 大 规模 制造 
的 。 微 生物 发 酵 生产 酶 的 方法 ,一 般 有 固态 法 和 深层 液体 发 酵 法 两 种 。 在 机 械 搅拌 式 生 物 反 
应 器 中 进行 微生物 深层 液体 培养 ， 是 目前 酶 制剂 生产 中 最 广泛 应 用 的 方法 ， 此 种 方法 机 械 化 
程度 高 ， 发 醇 条 件 易 控制 ， 因 此 酶 的 产 率 高 、 性 质 优良 。 

(2) 抗生素 : 抗生素 是 青霉素 、 链 霉 素 、 红 霉 素 等 一 类 化 学 物质 的 总 称 ， 它 是 生物 ， 
包括 微生物 、 动 物 和 植物 在 其 生命 活动 过 程 中 产生 的 ， 并 能 在 低 、 微 浓度 下 有 选择 性 地 抑制 
或 杀 灭 其 他 微生物 或 肿瘤 细胞 的 有 机 物质 。 抗 生 素 目 前 主要 是 用 微生物 在 机 械 搅拌 式 生物 反 
应 器 中 发 酵 的 方法 生产 的 。 接 种 量 一 般 不 小 于 10% ， 发 酵 周 期 视 抗 生 物品 种 和 生产 工艺 而 
定 。 在 整个 发 酵 过程 中 ， 需 不 断 通 无 菌 空气 和 搅拌 以 维持 一 定 铅 压 和 溶 氧 ， 在 贸 的 夹层 或 蛇 
管 中 需 通 冷 却 水 以 维持 一 定 龟 温 。 此 外 ， 还 要 加 入 消 泡 剂 以 控制 泡沫 ， 必 要 时 还 要 加 入 酸 、 
碱 以 调节 发 酵 液 的 pH， 在 有 的 品种 发 酵 过 程 中 还 要 加 入 葡萄 糖 、 铵 盐 或 前 体 以 促进 抗生素 
的 生产 。 

(3) 氨基 酸 : 氨基 酸 是 构成 蛋白 质 的 主要 成 分 ， 主 要 应 用 在 食品 工业 、 饲 料 工 业 、 医 
药 工业 、 化 学 工业 等 。 目 前 世界 上 可 用 发 酵 法 生产 的 氨基 酸 已 有 20 多 种 (包括 酶 法 生产 的 
氨基 酸 ) ， 其 中 用 微生物 在 机 械 搅拌 式 生物 反应 器 中 进行 发 酵 是 主要 方法 。 目 前 已 经 生产 的 
二 十 几 种 氨基 酸 中 ， 产 量 最 大 的 是 谷 氨 酸 ， 约 占 总 产量 的 75% ， 其 次 为 赖 氨 酸 ， 约 占 产量 
的 10% ,其 他 约 占 15% 。 从 消费 构成 来 看 ， 食 品行 业 的 用 量 约 占 66% ,饲料 占 30% ， 其 他 
4% 。 日 本 在 氨基 酸 的 产量 和 技术 上 都 居 世 界 领先 地 位 ， 其 氨基 酸 产 量 占 世界 总 产量 的 
32% ， 生 产 的 品种 达 26 个 ， 其 中 18 种 几乎 为 日 本 所 独 有 ， 占 领 了 世界 特殊 用 途 氨基 酸 的 全 
部 市 场 。 

机 械 搅拌 式 生 物 反应 器 的 不 足 之 处 是 内 部 结构 复杂 ， 不 易 清洗 ， 动 力 消耗 较 大 ， 特 别 是 
在 丝 状 菌 的 培养 中 ， 搅 拌 桨 的 剪 切 应 力 会 使 菌 体 受到 损伤 。 为 了 克服 机 械 搅拌 式 生 物 反 应 器 
的 不 足 ， 以 气 升 式 生 物 反应 器 为 代表 的 非 机 械 搅拌 式 生 物 反 应 器 的 开发 与 应 用 得 到 了 迅速 的 
发 展 。 


7.3 气 升 式 生 物 反应 器 
气 升 式 生物 反应 器 是 在 鼓 泡 反应 器 的 基础 上 发 展 起 来 的 ， 它 以 气体 为 动力 ， 靠 导 流 装置 


的 引导 ,形成 气 液 混 合 物 的 总 体 有 序 循 环 。 器 内 分 为 上 升 管 和 下 降 管 ， 向 上 升 管 通 入 气体， 
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使 管内 气 含 率 升 高 ， 密 度 变 轻 ， 气 液 混 合 物 向 上 升 ， 气 泡 变 大 ， 至 液 面 处 部 分 气泡 破裂 ， 气 
体 由 排 气 口 排出 。 剩 下 的 气 液 混 合 物 密度 较 上 升 管内 的 气 液 混合 物 大 ， 由 下 降 管 下 沉 ， 形 成 
循环 。 

气 升 式 生物 反应 器 的 结构 简单 ， 不 需 搅拌 ， 因 此 造价 较 低 ， 易 于 清洗 、 维 修 ， 不 易 染 
菌 ， 能 耗 低 ， 装 量 系 数 可 达 80% ~ 90% 。 但 是 ， 要 求 的 通气 量 和 通气 压 头 较 高 ， 使 空气 净化 
工段 的 负荷 增加 ， 对 于 黏度 较 大 的 发 酵 液 ， 溶 氧 系数 较 低 。 


7.3.1 气 升 式 生 物 反 应 器 的 结构 特点 及 操作 


根据 上 升 管 和 下 降 管 的 布置 ， 可 将 气 升 式 反应 器 分 为 两 类 : 一 类 称 为 外 循环 式 ， 通 常 将 
下 降 管 置 于 反应 器 外 部 ， 以 便 加 强 传 热 ， 如 图 7-13 (a) 所 示 ; 另 一 类 为 内 循环 式 ， 上 升 管 
和 下 降 管 都 在 反应 器 内 ， 循 环 在 器 内 进行 ， 结 构 较 紧凑 ， 多 数 内 循环 反应 器 内 置 同心 轴 导 流 
简 ， 也 有 内 置 偏心 导 流 简 或 隔 板 的 ， 如 图 7-13 (b) 所 示 。 


人 气体 人 气体 
(a) (b) 


图 7-13 气 升 式 反 应 器 示意 图 
(a) 外 循环 式 ; (b) 内 循环 式 


导 流 简 的 主要 作用 是 : 将 反应 体系 隔离 为 一 通气 区 和 非 通气 区 ， 以 使 反应 器 中 的 流体 产 
生 上 下 流动 ， 增 强 流体 的 轴 向 循环 ; 使 流体 沿 一 固定 方向 运动 ， 以 减少 气泡 的 兼并 ， 有 利于 
提高 溶 氧 传递 速率 ; 使 反应 器 内 剪 切 应 力 分 布 更 加 均匀 。 

气 升 式 生 物 反 应 器 的 气体 导入 方式 有 多 种 ， 基 本 可 以 归纳 为 鼓 泡 式 和 喷射 式 两 种 。 鼓 泡 
式 导 入 气体 常用 气体 分 布 器 ， 气 体 分 布 器 有 单 孔 的 、 环 形 的 ， 也 有 采用 分 布 板 的 。 喷 射 式 导 
和 气体 通常 是 气 液 混合 进入 反应 器 的 。 驱 动 气体 进入 的 方式 分 气泵 压 人 或 依靠 液体 速度 吸入 
两 种 。 

当 气体 通过 分 布 器 进入 导 流 简 内 时 ， 导 流 简 成 为 升 液 管 ; 若 相 反 ， 气 体 直 接 进 入 导 流 简 
和 反应 器 简体 之 间 的 环 际 时 ， 导 流 简 则 为 降 液 管 。 气 体 分 布 器 附近 和 升 液 管内 的 流体 密度 较 
小 ， 而 反应 器 其 他 部 位 和 降 液 管内 流体 密度 则 较 大 ， 因 此 在 密度 差 的 推动 下 实现 流体 的 循 
环 ， 以 使 其 传递 与 混合 过 程 得 到 强化 。 
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多 数 气 升 式 反应 器 的 内 部 结构 比较 简单 ， 除 导 流 简 外 就 是 一 个 空 简体 ， 但 也 有 为 特殊 目 
的 增加 内 部 构件 的 ， 如 为 降低 循环 速度 和 提高 气 液 分 散 度 在 上 升 管内 增加 隔 板 ， 或 者 为 均匀 
分 布 底 物 和 分 散发 酵 热 ， 沿 上 升 管 轴 向 增加 多 个 底 物 输入 口 。 气 升 式 反 应 器 内 部 可 分 为 4 个 
流动 状况 差别 较 大 的 区 域 ， 即 升 液 管区 、 降 液 管区 、 气 液 分 离 区 和 底部 澄清 区 。 内 循环 式 反 
应 器 的 重要 结构 参数 如 表 7-3 所 示 。 


表 7-3 ”内 循环 式 气 升 式 反应 器 的 主要 结构 参数 
参数 类 型 计算 参数 类 型 计算 式 
反应 器 的 高 径 比 S= 降 液 管 与 升 液 管 的 横 截 面积 之 比 及 =4n74 


气 液 分 离 区 的 无 量 纲 高 度 = 气 液 分 离 系数 Y= (hs+D) /Ds 
底部 澄清 区 的 无 量 纲 高 度 = 各 反应 器 直径 D 


注 : 于 为 反应 器 液 面 高 度 ; D 为 反应 器 直径 ; hs 为 升 液 管 顶部 与 反应 器 物料 液 面 间距 离 ， 为 气 液 分 离 
区 的 参数 ; hs 为 导 流 简 底 边 与 反应 器 底部 间距 离 ， 为 底部 澄清 区 的 特征 参数 ; 4 和 4s 分别 为 降 液 管 和 升 
液 管 的 横 截 面积 ;Ps 为 气 液 分 离 器 的 直径 


气 升 式 反应 器 的 主要 操作 变量 为 通气 量 ， 即 通气 表 观 线 速度 。 它 通过 对 液体 流动 的 影 
响 ， 进 而 影响 气 含 率 、 传 递 速率 以 及 混合 特性 等 。 同 时 ， 反 应 器 内 部 结构 如 降 、 升 液 管 的 横 
截面 积 的 相对 大 小 也 会 影响 到 这 些 特 性 。 

(1) 流体 流速 : 对 气 升 式 反应 器 ， 升 液 管 和 降 液 管内 流体 产生 循环 流动 ， 一 方面 由 通 
气 速率 所 造成 流体 密度 差 所 驱动 ， 另 一 方面 又 受到 升降 液 管 的 横 截 面积 变化 的 影响 ， 这 是 影 
响 液体 流动 速度 的 两 个 主要 因素 。 

对 空气 -水 体系 ，Gavrilescu 提出 外 循环 气 升 式 反应 器 升 液 管内 液体 上 升 速度 wa 的 关 


联 式 为 ; 
0.95 0.30 
ji =| | 到 | (7-26) 
R D 


式 中 : wa 为 升 液 管内 液体 上 升 速度 (m : s-) ; wen 为 升 液 管内 气体 表 观 线 速度 (m . s7!); 
4 、4n 为 降 液 管 与 升 液 管 横 截 面积 (m?) ; H, 为 升 液 管 与 降 液 管 未 通气 时 的 液 柱 高 度 之 差 
(my) ; a 为 模型 参数 。 

该 式 表 明 ， 对 一 定 通气 速率 ， 为 保证 流体 的 循环 速度 ， 需 确定 适宜 的 44 和 HV/ 
值 。 对 内 循环 式 反应 器 ， 导 流 简 内 液体 流动 速率 wa 的 关联 式 则 为 


01 
pi = tom (ss ) (7-27) 
L 


式 中 : Fr 为 Froude 数 , Fr = Fen ; B、Y、R 为 表 7-3 中 表示 的 结构 参数 ;pi (Pa s) .pr (kg 
m”) 为 液体 的 黏度 与 密度 
该 式 表明 ， 内 循环 式 反应 器 液体 流动 速度 主要 取决 于 反应 器 的 几何 结构 参数 。 


(2) 气 含 率 : 气 含 率 是 气 升 式 反 应 器 的 一 ee ve 氧 传递 不 够 ， 
含 率 太 高 使 反应 器 的 利用 率 降低 ， 有 时 还 会 影响 生物 反应 过 程 。 气 全 率 的 经 验 关联 式 为 。 


ce = sea (7-28) 
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式 中 : se 为 反应 器 总 气 含 率 ; we 为 通气 表 观 速度 (ms ) ; pi 为 液体 黏度 (Pa.s);K 、a 、 
B 、Y 为 关联 参数 。 
(3) 体积 传递 系数 : 体积 传递 系数 常用 经 验 公 式 表 示 如 下 所 示 。 
hia = ank (7-29) 
式 中 : ka 是 体积 溶 氧 传 质 系数 (s-… ) ; a 和 BB 是 经 验 常 数 。 
Barker 和 Worgan 推荐 ， 对 于 低 黏 度 发 酵 液 ， 丘 a 与 通气 表 观 速度 we 的 关系 如 下 所 示 。 


ha = 853wd (7-30) 
对 于 高 黏度 流体 ， 其 体积 传递 系数 如 下 所 示 。 
hia = 22.83 -5.35n + 10.2272 CT-31Y 


式 中 , 7 为 流 变 指数 。 

(4) 循环 周期 与 循环 速度 : 发 酵 液 在 上 升 管 内 与 大 量 空气 接触 ， 溶 氧 浓度 较 高 ， 当 发 
酵 液 进 入 下 降 管 时 ， 菌 体 消耗 了 氧 ， 溶 氧 浓度 逐渐 降低 ， 当 发 酵 液 再 次 进入 上 升 管 内 时 ， 重 
新 补充 氧 ， 因 此 发 酵 液 在 下 降 管内 的 停留 时 间 不 能 过 长 ， 这 就 对 反应 器 的 循环 时 间 和 循环 速 
度 提 出 了 要 求 。 

液体 微 元 在 反应 器 内 循环 一 周 所 需 的 平均 时 间 称 为 循环 周期 ， 亦 即 平均 循环 时 间 。 循 环 
周期 通常 为 2.5 ~4min。 不 同 菌 的 需 氧 量 不 同 ， 所 能 耐 受 的 循环 周期 也 不 同 ， 循 环 周期 通常 
可 由 下 式 计 算 : 

1 = V/V, (ee) 
式 中 : WV 为 发 酵 液 体积 (L) ; V, 为 发 酵 液 体积 循环 流量 (Ls)。 

通常 液体 在 循环 管内 的 流速 可 取 1.2~1.4m:s-!。 一 般 液体 空 管 速度 ji 与 气体 空 管 速 

度 we 的 关系 为 
ji = L150" (7-33) 

(5) 流体 的 混合 : 可 分 为 宏观 混合 与 微观 混合 。 造 成 气 升 式 反应 器 内 存在 宏观 混合 的 
原因 : 一 是 由 于 流体 流速 分 布 不 均 和 旋涡 的 存在 ; 二 是 由 于 流体 在 反应 器 内 的 不 断 循 环流 
动 。 随 着 流体 循环 次 数 的 增加 ， 返 混 程度 亦 在 增 大 ， 当 循环 次 数 很 大 时 ， 流 体 宏 观 混合 可 按 
全 混流 模型 处 理 ， 当 循环 次 数 较 小 时 ， 则 可 按 轴 向 扩散 模型 处 理 。 

(6) 通气 功率 : 气 升 式 反应 器 的 通气 功率 可 由 下 式 计 算 : 

Pe = psHO (7-34) 
式 中 ;pi 为 液体 密度 (kg. m”); g 为 重力 加 速度 (ms 一 ) ;五 为 喷嘴 距 液 面 高 度 (m); 0 
为 通气 量 (ms )。 


7. 3.2 气 升 式 生物 反应 器 的 应 用 


由 于 气 升 式 反应 器 具有 较 好 的 混合 和 低 剪 切 应 力 的 特性 ， 它 亦 适 用 于 固定 化 细胞 反应 体 
系 。 实 践 证 明 ， 对 颗粒 密度 小 、 机 械 强 度 弱 的 固定 化 载体 ， 例 如 水 凝 胶 等 ， 气 升 式 反应 器 比 
填充 床 等 更 为 有 利 。 因 此 ， 对 低 黏 性 流体 ， 且 要 求 反 应 器 生产 规模 较 大 时 ， 则 宜 采 用 气 升 式 
反应 器 ， 其 设备 简单 ， 操 作 方便 ， 功 率 消耗 少 。 在 工业 应 用 上 ， 气 升 式 生物 反应 器 已 有 不 少 
成 功 的 例子 ， 如 单 细胞 蛋白 、 柠 檬 酸 等 。 研 究 人 员 利 用 气 升 式 生物 反应 器 在 优化 工艺 条 件 下 
高 密度 、 高 效 培养 被 抱 霉 生产 高 纯度 的 花生 四 烯 酸 。 研 究 人 员 利用 气 升 式 生 物 反应 器 进行 红 
霉 素 的 发 酵 研 究 ， 对 影响 红 霉 素 产 量 的 主要 因素 如 流 加 速率 、 碳 氮 比 和 氧 摄取 速率 等 进行 优 
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化 ， 优 化 后 发 酵 周 期 缩短 了 13% ， 而 红 霉 素 产 量 提 高 了 10% 。 研 究 人 员 利 用 气 升 式 生 物 反 
应 器 (容积 800L) 发 酵 生产 L- 天 冬 氨 酸 -8- 脱 其 酶 和 富 马 酸 酶 ， 研 究 结果 表 明 气 升 式 生 物 反 
应 器 与 传统 的 机 械 搅拌 式 生 物 反应 器 相 比 ， 酶 细胞 收 率 提高 了 近 20% ， 发 酵 周期 缩短 了 
40% ， 单 位 能 耗 降低 了 70% ， 而 生产 强度 提高 了 25 倍 。 

气 升 式 生物 反应 器 由 于 其 独特 的 周期 变 压 与 供 氧 特性 ， 生 产 的 酶 的 活力 及 其 稳定 性 均 很 
理想 ， 而 且 反应 体积 越 大 ， 效 果 越 理想 。 与 传统 的 机 械 搅拌 式 生物 反应 器 相 比 ， 在 反应 器 综 
合 性 能 、 细 胞 得 率 、 发 酵 周 期 、 单 位 能 耗 和 生产 周期 等 方面 均 有 良好 的 表现 。 气 升 式 生物 反 
应 器 在 酶 工程 领域 具有 广泛 的 应 用 前 景 。 

除 此 之 外 ， 气 升 式 生物 反应 器 在 动 、 植 物 细胞 的 培养 方面 具有 广阔 的 应 用 前 景 。 研 究 人 
员 利 用 气 升 式 生物 反应 器 进行 规模 化 食用 菌 液体 菌 种 的 生产 。 在 无 苗条 件 下 ， 将 食用 菌 介面 
菌 种 接 人 一 级 菌 种 用 气 升 式 生 物 反 应 器 内 的 液体 培养 基 中 ， 室 温 培 养 ， 形 成 一 级 液体 菌 种 ; 
将 发 酵 完 成 的 一 级 菌 种 在 无 菌 条 件 下 分 接 至 二 级 菌 种 用 气 升 式 生物 反应 器 的 各 单元 液体 培养 
基 中 ， 经 过 15 ~22d 二 级 连续 培养 ， 可 获得 大 量 食用 菌 液体 菌 种 。 该 方法 操作 简单 ， 安 全 可 
靠 ， 价 格 低廉 ， 无 须 摇 床 、 设 备 简单 ， 特 别 适 用 个 体 菇 农 使 用 ， 从 而 解决 了 个 体 菇 农 无 法 生 
产 食用 菌 液体 菌 种 的 难题 。 研 究 人 员 用 20L 气 升 式 生物 反应 器 培养 西藏 红豆 杉 细 胞 生产 紫 杉 
醇和 巴 可 亭 亚 ， 并 与 播 瓶 培养 进行 了 比较 。 研 究 发 现 ， 气 升 式 生物 反 应 器 中 紫杉醇 浓度 达到 
20. 84mg '. 工 - ， 约 为 摇 瓶 培养 的 2 倍 。 巴 可 亭 亚 在 生物 反应 器 中 的 浓度 高 于 揪 瓶 培养 并 贯 
穿 整个 培养 期 ， 在 生物 反应 器 中 的 浓度 达到 20.45mg . 工 -! ， 约 为 摇 瓶 培养 的 2 倍 。 以 上 研 

究 结 果 表明 ， 气 升 式 生物 反应 器 能 够 增加 紫杉醇 和 巴 可 亭 于 的 产量 ， 因 而 具有 工业 化 应 用 的 
潜力 。 

研究 人 员 发 明了 一 种 用 气 升 式 生 物 反应 器 高 密度 培养 菲律宾 蛤 仔 幼苗 的 方法 。 所 采用 的 
气 升 式 生物 反应 器 的 容积 为 100L， 可 在 线 检测 工艺 参数 如 温度 、pH、 气 压 和 溶 氧 等 ， 所 培 
育 的 菲律宾 蛤 仔 幼苗 密度 可 达 280 ~350 个 .ml '。 


7.4” 膜 生物 反应 器 


膜 生物 反应 器 (MBR) 是 一 种 新 型 生物 反应 器 ， 它 是 将 膜 与 反应 器 组 合成 一 个 反应 分 
离 的 单元 设备 。 开 发 膜 反应 器 的 目的 如 下 所 述 。 

(1) 增 大 反应 速率 : 许多 反应 为 产物 抑制 型 ， 随 反应 的 进程 ， 产 物 浓度 提高 ， 反 应 速 
率 下 降 。 采 用 膜 反 应 需 可 在 反应 过 程 中 移 去 产物 ， 使 产物 浓度 保持 恒定 ， 反 应 速率 因此 会 比 
原来 提高 。 

(2) 提高 反应 We i dea 的 体系 ， 可 通过 选择 适当 的 膜 ， 在 反应 
过 程 中 将 所 需 产 物 移出 ， 截 留 和 副 反 应 产物 来 提高 选择 性 。 

wa 

(4) 简化 生产 步 又， 使 反应 和 分 离 在 同一 个 单元 里 完成 。 

(5) 截留 生物 催化 剂 , 使 细胞 或 酶 在 高 浓度 下 运行 ， 提 高 反应 速率 和 产物 浓度 ， 减 轻 
下 一 工段 的 负荷 。 同 时 可 重复 利用 酶 或 细胞 ， 以 降低 成 本 。 

膜 生物 反应 器 通过 膜 的 作用 ， 使 反应 和 产物 分 离 同时 进行 ， 因 此 这 种 反应 器 也 称 为 反应 

和 分 离 耦合 反应 器 。 膜 生物 反应 器 的 主要 优点 是 减少 产物 抑制 ， 提 高 反应 速率 ， 提 高 反应 的 
选择 性 和 转化 程度 ; 将 生物 催化 剂 截留 于 反应 器 内 以 反复 利用 ， 不 但 降低 成 本 ， 并 可 获得 细 
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胞 的 高 密度 培养 ; 简化 下 游 分 离 工 艺 ， 节 约 能 耗 。 
7.4.1 膜 生 物 反 应 器 的 结构 特点 及 操作 


根据 膜 反应 器 的 不 同 特征 ， 可 进行 如 下 的 分 类 : 

(1) 根据 反应 器 内 生物 催化 剂 的 状态 ， 可 分 为 游离 态 和 固定 化 膜 反 应 器 。 游 离 态 膜 反 
应 器 中 的 酶 或 细胞 均匀 地 分 布 在 反应 物 相 中 ， 反 应 在 接近 本 征 动 力学 的 状态 下 进行 ， 但 催化 
剂 易 发 生 剪 切 失 活 ， 装 置 性 能 受 浓 差 极 化 和 膜 污 染 的 影响 显著 。 固 定 化 膜 反应 器 中 ， 生 物 催 
化 剂 装填 密度 高 ， 反 应 器 的 生产 能 力 和 稳定 性 高 ， 但 催化 剂 分 布 不 均匀 ， 传 质 阻力 较 大 。 

(2) 根据 底 物 和 产物 通过 膜 的 传 质 推动 力 ， 可 分 为 压 差 推动 ( 微 滤 、 超 滤 和 反 渗 透 
膜 ) 、 浓 差 推动 (透析 和 渗透 膜 ) 和 电势 差 驱动 (离子 交换 膜 ) 的 膜 反应 器 。 

(3) 根据 膜 材 料 的 特性 ， 可 分 为 微 滤 膜 反应 器 、 反 渗透 膜 反 应 器 、 超 滤 膜 反应 器 、 纳 
滤 膜 反应 器 和 透析 膜 反 应 器 ， 以 及 对 称 膜 和 非 对 称 膜 反 应 器 等 。 表 7-4 列 出 了 各 种 膜 的 主要 
特性 。 


表 7-4 膜 及 其 相关 分 离 过 程 的 主要 特性 
膜 类 型 推动 力 应 用 对 象 
对 称 微 孔 膜 0.05 ~ 10um 压力 0.1 ~0.5MPa 灭 菌 、 澄 清 、 细 胞 收集 
不 对 称 微 孔 膜 1 ~20nm 压力 0.2 ~1MPa 大 分 子 物质 分 离 
不 对 称 或 复合 膜 <1nm 压力 0.5 ~1.5MPa 大 分 子 与 小 分 子 的 分 级 、 浓 缩 


带 皮 层 的 不 对 称 膜 压力 1 ~10MPa 小 分 子 溶质 的 浓缩 
对 称 或 不 对 称 膜 浓度 梯度 脱 除 小 分 子 有 机 物 或 无 机 物 离子 
离子 交换 膜 电位 差 离子 和 蛋白质 分 离 


(4) 根据 膜 反应 器 的 结构 形式 ， 可 分 为 平板 膜 、 螺 旋 卷 绕 膜 、 管 状 膜 及 中 空 纤维 膜 等 
膜 反 应 器 。 其 差别 在 于 结构 的 复杂 性 、 装 填 密 度 、 膜 的 更 换 、 抗 污染 能 力 、 清 洗 和 成 本 等 方 
面 有 所 不 同 。 

(5) 根据 反应 和 分 离 的 耦合 方式 不 同 ， 可 分 为 分 置式 和 一 体式 膜 反 应 器 : 分 置式 指 膜 
组 件 与 生物 反应 器 分 开设 置 ; 一 体式 指 膜 组 件 安置 在 生物 反应 器 内 部 。 

(6) 根据 反应 器 内 流体 与 生物 催化 剂 的 接触 形式 ， 可 将 膜 反 应 器 分 为 直接 接触 式 、 扩 
散 式 和 异 相反 应 式 3 类 ， 如 图 7-14 所 示 。 

直接 接触 式 的 特点 是 : 膜 只 起 分 离 作用 ， 反 应 区 与 分 离 区 分 开 ; 通常 酶 或 细胞 呈 游 离 状 
态 ; 底 物 直接 加 入 含有 生物 催化 剂 的 一 侧 ; 产物 在 压 差 推动 下 通过 膜 进 入 渗透 液 并 排出 反应 
器 ; 反应 液 可 循环 操作 以 提高 反应 物 转化 程度 ， 消 除 膜 的 浓 差 极 化 现象 。 扩 散 式 的 特点 是 : 
底 物 从 进 料 一 侧 以 扩散 方式 透 过 膜 进 入 含有 生物 催化 剂 的 男 一 侧 进 行 反 应 ; 产物 则 沿 相 反方 
向 从 含 生 物 催化 剂 一 侧 透 过 膜 进入 含 底 物 溶液 再 排出 ; 膜 除了 起 分 离 作用 之 外 ， 同 时 起 到 催 
化 作用 ， 细 胞 、 酶 固定 于 膜 上 ， 成 为 具有 催化 功能 的 分 离 膜 ; 浓度 差 为 其 推动 力 。 异 相反 应 
式 的 特点 是 : 利用 膜 实 现 不 同 相 间 的 隔离 ; 提供 相 界 面 的 反应 接触 区 和 界面 催化 剂 。 

典型 的 膜 生物 反应 器 主要 有 两 种 ， 即 生物 催化 剂 悬浮 的 膜 生 物 反应 器 和 生物 催化 剂 固定 
的 膜 生 物 反 应 器 。 

(1) 生物 催化 剂 悬浮 的 膜 生物 反应 器 : 该 膜 反 应 器 中 ， 膜 仅 起 分 离 作 用 ， 催 化 反应 
254 


第 7 章 生物 反应 器 工程 


E+(S)+P 
渗透 液 -< Te 6 P -一 上 全 © oa 
P ”= 一 | 一 Ge -一 S co 
CHS) RP 6 二 4 @ 
[3 
—— ©- 


(c) 
名 泵 ， 人 @ 生物 催化 剂 


图 7-14 ” 膜 反 应 器 的 操作 方式 
(a) 直接 接触 式 ; (b) 扩散 式 ;(c) 异 相反 应 式 


和 膜 分 离 单元 共同 组 成 了 反应 与 分 离 相 耦合 的 体 “站 条 

系 。 该 类 反应 器 的 主要 特点 是 反应 底 物 直 接 加 到 | 一 一 

含有 生物 催化 剂 的 反应 区 域 并 能 立即 进行 反应 ，| + 1 1 1 一 一 > 产物 
生物 催化 剂 的 损失 小 ， 操 作 简 单 ， 反 应 区 与 分 离 | 


区 的 操作 可 分 别 优 化 。 这 种 操作 方式 即 为 前 面 提 
到 的 直接 接触 式 。 此 种 膜 反 应 器 又 称 为 超 滤 式 连 
续 操 作 的 搅拌 模式 反应 器 或 循环 式 膜 反应 器 ， 如 
图 7-15 所 示 。 

(2) 生物 催化 剂 固 定 的 膜 生 物 反应 器 : 在 图 7-15 ”循环 式 膜 反 应 器 
该 类 反应 器 中 ， 将 细胞 或 酶 直接 固定 在 膜 的 表面 
上 ， 或 固定 在 两 膜 之 间 。 其 主要 特征 是 : 底 物 从 进 料 一 侧 以 扩散 方式 通过 膜 而 进入 含有 催化 
剂 的 一 侧 进行 反应 ; 反应 产物 则 沿 着 相反 方向 通过 膜 进入 反应 液 中 ， 然 后 排出 ; 底 物 和 产物 
通过 膜 的 推动 力 可 以 是 浓度 差 或 压 差 .如 果 是 前 者 ， 则 底 物 通过 膜 的 扩散 是 其 控制 步骤 膜 
同时 具有 催化 和 分 离 的 两 种 功能 ， 又 称 为 催化 功能 分 离 膜 生物 反应 器 。 这 种 操作 方式 又 常 称 
为 扩散 方式 。 图 7-16 表示 了 用 膜 固定 细胞 的 两 种 方式 。 


腊 细胞 层 膜 ”细胞 层 
反应 液 一 一 一 
CS OT 159 Ys Om 
oDEOD DDODS 
反应 液 一 一 ~ 


图 7-16 ”用 膜 固定 细胞 的 两 种 典型 方式 
(a) 细胞 固定 在 膜 和 另 一 层 支撑 物 之 间 ; (b) 细胞 固定 在 两 层 膜 之 间 
图 7-16 (a) 表示 的 是 将 细胞 或 酶 固定 在 一 层 膜 和 一 支撑 物 之 间 ， 底 物 从 膜 上 流 过 并 
通过 膜 渗透 到 细胞 层 中 ， 利 用 中 空 纤 维 膜 进 行动 、 植 物 细胞 固定 化 培养 属于 此 类 情况 。 
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图 7-16 (b) 表示 的 是 将 细胞 固定 在 两 层 膜 之 间 ， 底 物 从 膜 外 流 过 ， 通 过 膜 渗 透 到 细胞 层 
中 。 平 板 膜 反应 器 和 螺旋 卷 绕 膜 反 应 器 常 采 用 此 种 方式 。 
此 类 反应 器 中 最 具 代表 性 的 是 中 空 纤维 膜 反应 器 ， 如 图 7-17 I 
所 示 。 该 反应 器 为 一 特制 的 圆 简 ， 里 面 装 有 数 千 根 中 空 纤 维 。 细 一 
胞 或 酶 固定 在 中 空 纤维 外 壁 和 反应 器 壳 体 的 内 壁 之 间 ， 
生物 催化 剂 填充 在 反应 器 内 ， 而 大 量 的 中 空 纤 维 则 从 中 穿 过 。 
据 反 应 物 的 流动 特点 ， 该 反应 ot ed 
人 扩散 型 中 空 纤维 反应 器 : 它 的 操作 特点 是 反应 物 从 中 空 纤 
维 管内 腔 通 过 ( 即 图 7-17 中 A、D 端 打开 ，B、C 端 关 闭 ) 并 以 
扩散 的 方式 通过 膜 ， 与 壳 层 生物 催化 剂 相 接触 并 反应 ， 所 生成 的 
产物 再 扩散 入 膜 并 进入 纤维 管内 腔 。 此 时 反应 物 和 产物 的 扩散 速 
率 和 反应 速率 的 相对 大 小 控制 了 整个 反应 的 速率 。 如 果 生 物 催化 
剂 的 浓度 足够 高 ， 反 应 物 转化 为 产物 的 转化 率 就 完全 受 反应 物 和 国 


产物 的 扩散 速率 所 控制 。 
@ 对 流 型 中 空 纤维 膜 反 应 器 。 它 的 特点 是 反应 物 也 在 过 层 流 ® 
动 ( 即 图 7-17 中 A、C 端 打开 ，B、D 端 关 闭 ) ， 并 与 生物 催化 剂 D 


以 对 流 方式 进行 接触 和 反应 ， 未 反应 物 和 产物 再 通过 膜 进 入 腔 图 7-17 中 空 纤维 了 
层 。 此 种 反应 器 由 于 强化 了 传 质 过 程 ， 则 宏观 反应 速率 得 以 生物 反应 器 示意 图 
Wh. 

需 氧 的 细胞 反应 ， 采 用 的 操作 方式 是 将 培养 基 加 入 反应 器 过 层 ， 并 使 之 流动 ， 而 空气 
风 在 中 :纤维 管内 腔 通 过 并 供给 管 外 细胞 呼吸 。 


7.4.2 膜 生 物 反应 器 的 应 用 


膜 生物 反应 天 在 生物 加 工 过 程 中 已 广泛 应 用 ， 也 是 近年 来 生物 反应 需 研 究 开 发 的 一 个 重 

要 领域 。 对 酶 催化 反应 过 程 ， 它 已 用 于 生物 大 分 子 的 水 解 、 辅 酶 再 生 反 应 体系 、 有 机 相 的 酶 
催化 反应 和 反 胶 团 的 酶 催化 反应 等 。 对 细胞 反应 过 程 ， 已 用 于 酵母 细胞 的 高 密度 培养 、 乙 
醇 、 丙 酮 - 丁 醇和 乙酸 、 丙 酸 、 丁 酸 及 乳酸 的 发 酵 、 动 物 细胞 培养 、 植 物 细胞 培养 和 废水 的 
生物 处 理 等 。 

1. 截流 细胞 或 酶 ” 膜 生 物 反 应 器 的 最 重要 优点 是 把 细胞 或 酶 保留 在 反应 器 中 。 反 应 吉 
连续 灌流 ， 在 常规 连续 反应 器 中 的 洗 出 现象 不 会 发 生 。 膜 也 可 同时 将 产品 和 细胞 或 酶 分 离 ， 
简化 下 游 分 离 步骤。 其 他 固定 化 技术 也 有 这 些 特点 ， 但 是 在 膜 包 埋 中 ， 不 使 用 化 学 试剂 ， 条 
件 不 苛刻 ， 膜 包 埋 可 能 是 最 温和 的 方法 。 通 过 其 他 方法 ， 酶 的 固定 化 一 般 会 损失 10% ~ 
90% 的 活性 ， 连 接 到 表面 的 酶 还 会 造成 空间 位 阻 和 旋转 障碍 ， 降 低产 量 和 特异 性 ， 对 于 大 分 
子 底 物 尤 为 突出 。 相 反 ， 酶 的 膜 包 埋 对 其 本 征 动力 学 没有 很 大 影响 。 应 用 数学 模型 分 析 传 质 
的 影响 ， 通 过 游离 酶 的 动力 学 可 精确 预测 膜 反 应 器 的 性 能 。 膜 包 埋 很 温和 ， 对 于 易 受 伤害 的 
哺乳 动物 细胞 很 适合 ， 因 为 它们 缺乏 微生物 细胞 的 弹性 细胞 壁 ， 而 且 中 空 纤维 具有 很 高 的 膜 
表面 积 ， 有 利于 贴 壁 依赖 性 细胞 的 附着 生长 。 

在 膜 反应 器 中 ， tt pe 在 简单 搅拌 缸 中 ， 哺 乳 动物 细胞 密 
度 一 般 是 (1 ~2) x105 个 ， 纤维 反应 器 中 ， 哺 乳 动 物 细胞 可 长 到 充满 整个 有 
效 体积 ， 密 度 可 达 Eee 。 用 膜 反 应 器 生产 单 克 隆 抗 体 ， 基 于 高 的 细胞 密度 ， 
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其 体积 生产 能 力 比 常规 搅拌 钢 增 加 50 倍 。 对 于 微生物 过 程 也 有 相似 的 结果 。 在 搅拌 钢 中 ， 
用 流 加 培养 技术 可 得 到 100g . L 的 细胞 浓度 ， 而 在 中 空 纤 维 膜 反 应 器 中 ,细菌 浓度 可 达 
500g . 工 。 在 膜 反 应 器 中 ， 最 高 的 细胞 密度 达 10" 个. ml “"， 最 高 的 酵母 细胞 密度 高 达 
10" 个 . ml 。 与 常规 甚 浮 培 养 相 比 ， 膜 反应 器 中 的 高 细胞 密度 提高 了 反应 器 的 生产 能 力 。 
用 德 彼 乳 芽孢 杆菌 生产 乳酸 的 体积 生产 能 力 提高 了 12 ~40 倍 ， 用 脆 壁 克 鲁 维 酵母 生产 乙醇 
的 体积 生产 能 力 提高 了 30 ~ 40 倍 ， 用 大 肠 杆 菌 生产 B- 内 酰胺 酶 的 体积 生产 能 力 提 高 了 
100 倍 。 

如 果 细 胞 易 结 团 生 长 ， 如 植物 细胞 ， 膜 包 埋 特别 有 帮助 。 植 物 细胞 产 率 与 结 团 大 小 有 
关 ， 在 膜 反应 器 中 比 在 悬浮 培养 中 更 易于 控制 结 团 大 小 。 结 团 造 成 其 内 部 底 物 缺乏 、 中 间 代 
谢 产 物 或 激素 积累 ， 细 胞 间 的 相互 作用 很 复杂 。 膜 生物 反应 器 也 用 于 不 同 酶 、 辅 因子 或 微 生 
物 的 共 包 埋 。 例 如 ， 将 辅 因子 (如 NAD* ) 与 大 分 子 相 结合 ( 如 聚 乙 烯 醇 )， 用 超 滤 膜 保留 
在 反应 器 中 。 多 种 酶 的 共 包 埋 成 功用 于 复杂 的 酶 反应 。 青 霉 素 酰 化 酶 与 水 溶性 直 链 大 分 子 共 
包 埋 ， 大 分 子 网 络 对 蛋白 质 的 笼 式 效应 ， 使 酶 更 加 稳定 。 

2. 选择 性 供应 和 除去 不 同化 学 物质 ” 膜 生 物 反应 器 的 最 重要 特征 之 一 是 综合 应 用 了 分 
离 过 程 广泛 开发 的 技术 。 膜 对 不 同 物质 的 选择 性 透 过 性 能 ， 可 用 来 去 除 抑制 性 代谢 产物 和 回 
收 不 稳定 产物 ， 防 止 降解 。 用 酶 反应 器 水 解 蔗糖 ， 可 分 离 单 糖 和 二 糖 。 在 包 埋 酵母 的 膜 反应 
器 中 ， 可 用 反 渗 透 膜 选择 性 除去 抑制 剂 乙醇 而 保留 葡萄 糖 。 在 微生物 燃料 电池 中 ， 还 使 用 了 
离子 交换 膜 。 

通过 选择 合适 的 膜 孔 径 可 浓缩 大 分 子 产 物 。 应 用 于 动物 细胞 培养 中 ， 可 富 集 产 物 ， 降 低 
分 离 成 本 ， 间 鞭 或 在 操作 结束 时 从 细胞 区 收获 浓缩 产物 。 在 中 空 纤 维 反应 器 中 ， 用 杂 交 瘤 生 
产 单 克 隆 抗 体 的 浓度 高 达 4mg' ml-: ， 而 常规 悬浮 培养 一 般 只 有 0. lmg . ml 一 。 在 比较 这 些 
结果 时 ， 因 为 细胞 株 和 培养 基 不 同 ， 可 比 性 差 ， 不 论 怎样 ， 用 膜 反 应 器 增加 了 产物 浓度 。 膜 
反应 器 截留 了 产物 ， 也 浓缩 了 和 蛋白酶 ， 应 考虑 蛋白 质 水 解 的 可 能 性 。 为 了 防止 产物 降解 ， 要 
经 常 甚至 连续 除去 产物 。 

有 时 ， 在 反应 器 内 也 需要 截留 大 分 子 营 养 物 和 中 间 代 谢 产物 。 在 哺乳 动物 细胞 培养 中 ， 
主要 成 本 来 自 于 血清 。 用 超 滤 膜 把 血清 蛋白 (如 生长 因子 ) 截留 在 反应 器 细胞 区 内 就 很 有 
价值 ,减少 了 血清 用 量 。 有 时 ， 在 操作 过 程 中 需要 补充 血清 蛋白 ， 有 了 时， 只 需 在 初始 接种 时 
添加 血清 蛋白 。 在 常规 细胞 培养 中 ， 不 需要 的 和 蛋白质 浓 度 可 能 比 产 物 浓度 大 几 个 数量 级 ， 对 
分 离 过 程 影响 很 大 ， 因 此 在 膜 生物 反应 器 中 用 较 少 的 血清 有 利于 产物 回收 和 纯化 。 

3. 酶 和 细胞 的 保护 ”机 械 应 力 对 菌 丝 体 微生物 、 植 物 细胞 尤其 是 动物 细胞 (缺乏 坚硬 
的 细胞 壁 ) 的 活性 有 很 大 的 影响 。 碰 撞 和 机 械 搅拌 造成 的 剪 切 以 及 气泡 破裂 引起 的 细胞 损 
伤 都 有 不 同 的 作用 。 酶 和 简单 原核 生物 〈 除 放 线 菌 以 外 ) 对 反应 器 中 的 剪 切 应 力 不 敏 感 ， 
在 搅拌 饶 中 失 活 的 原因 是 在 气 液 界面 蛋白 质 和 其 他 生物 大 分 子 变 性 ， 在 有 泡沫 时 尤其 严重 。 
在 循环 式 反应 器 中 ， 微 生物 可 以 达到 高 密度 ， 但 是 用 和 泵 使 细胞 通过 外 循环 会 造成 伤害 。 在 膜 
反应 器 中 ， 这 些 问 题 都 可 以 消除 ， 酶 或 细胞 处 于 相对 静止 的 环境 ， 免 受 机 械 伤害 ， 而 且 一 般 
不 与 空气 直接 接触 。 实 际 上 ， 也 正 是 酶 反应 器 的 这 个 特性 吸引 了 研究 人 员 的 关注 。 乳 酸 脱氧 
酶 和 谷 氨 酸 草 酰 乙酸 转氨酶 是 胞 内 酶 ， 检 查 其 胞 外 水 平 ， 可 作为 细胞 损伤 的 指示 。 实 验 表明 
膜 截 留 对 杂交 瘤 细 胞 的 损伤 程度 小 于 搅拌 缸 中 的 损伤 程度 。 

4. 在 污水 处 理 中 的 应 用 自 20 世纪 60 年 代 以 来 ， 各国 研究 人 员 对 膜 生物 反应 器 的 人 研 
究 投入 大 量 精 力 ， 大 大 提高 了 其 在 污水 处 理 领 域 的 实用 性 。 目 前 膜 生 物 反 应 器 应 用 较 多 的 国 
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家 是 日 本 ， 英 国 、 美 国 、 法 国 等 国 也 逐渐 开始 使 用 。 

1) 在 生活 污水 处 理 中 的 应 用 : 膜 生 物 反 应 器 应 用 于 生活 污水 的 处 理 研究 得 比较 多 ， 已 
经 有 很 多 较 成 熟 的 经 验 。 研 究 人 员 分 别 采 用 板式 和 中 空 纤维 膜 生 物 反 应 器 工艺 处 理 城市 生活 
污水 ， 水 力 停留 时 间 为 24h， 当 进 水 COD 为 60 ~490mg . L-! 时 ， 其 去 除 率 分 别 为 >293% 和 
80% ~98% 。 研 究 人 员 采 用 中 空 纤维 抽 吸 式 聚 乙烯 膜 生物 反应 器 处 理 乡 村 生活 污水 ， 膜 通 量 
为 121L . mh- ， 停 留 时 间 为 13 ~ 16h， 当 进 水 BOD; 为 (133 +58) mg*L”，、 进 水 SS 
为 (132 +68) mg : L-!、 总 氮 为 (32+19) mg . 工 - 、 总 磷 为 (3.8 + 上 3.0) mg .工时 ， 去 
除 率 分 别 为 99% 、99% 、83% 、70% 。 研 究 人 员 进 行 了 无 机 膜 -生物 反应 器 处 理 生 活 污水 试验 
研究 。 结 果 表 明 ， 当 停留 时 间 为 Sh ， 膜 通 量 为 753 ~150L . m 一 .h- ， 膜 面 流速 为 4m . s7， 
SRT 为 4、15d、30d 时 ， 分 别 经 过 10d、16d、14d 运行 ， 生 物 反 应 器 中 MLSS 达到 稳定 
值 3.1g.L7-、10.7g.L7、 17.3g .1L-。 对 COD、 氢 所 和 浊 度 的 去 除 率 分 别 超过 96% 、 
95% 、98% ， 对 SS 入 .coli 的 去 除 率 则 达到 100% ， 试 验 出 水 水 质 优 于 建设 部 生活 杂 用 水 
水 质 标准 CJ2511289 的 指标 。 

2) 在 工业 废水 处 理 中 的 应 用 : 国内 学 者 采用 由 完全 混合 的 厌 氧 生物 反应 器 和 板 框 式 超 
滤 膜 组 件 构成 的 厌 氧 膜 生 物 反 应 器 对 高 浓度 食品 废水 进行 处 理 ， 废 水 主要 来 源 为 面粉 压 滤 出 
水 、 洗 肉 水 、 蔬 菜 汁 、 器 具 清 洗 水 等 ， 有 机 物 主要 来 自前 3 种 水 ， 试 验 也 主要 取 这 3 种 水 配 
制 。 膜 组 件 装填 面积 为 0.64m- ， 膜 材质 为 聚 醚 砚 (PES) ， 膜 截留 相对 分 子 质量 为 20000， 
停留 时 间 对 厌 氧 膜 反应 器 的 处 理 效果 有 重要 影响 ， 应 大 于 50h。 结 果 表 明 ，COD 负荷 在 2 ~ 
3kg'.m'd- 时 ， 膜 出 水 COD 去 除 率 可 达 80% ~90% ; 当 COD 负荷 大 于 4.5kg.m””， 
d- 时 ， 混 合 液 VFA 出 现 积累 ，COD 去 除 率 下 降 至 70% ， 对 SS、 色 度 及 细菌 的 去 除 率 分 别 
可 达 100% 、98% 和 99. 9% 。 

3) 在 处 理 凑 便 污水 中 的 应 用 研究 : 娄 便 污水 中 含有 较 高 的 COD 、N、P 和 病原 菌 。 采 
用 常规 生化 方法 处 理 娄 便 污水 必须 先 将 污水 进行 稀释 ， 并 且 当 污 泥 浓 度 很 高 时 ， 二 沉 池 难以 
正常 运行 ， 影 响 了 出 水 水 质 ， 增 加 了 后 处 理 的 负荷 。 膜 生物 反应 器 工艺 使 姜 便 污水 不 经 稀释 
直接 进行 处 理 成 为 可 能 ， 并 取得 了 前 所 未 有 的 处 理 效 果 。 日 本 采用 膜 生物 反应 器 工艺 进行 类 
便 污 水 处 理 已 有 十 几 年 的 历史 。 日 本 山梨 县 采用 超 滤 膜 组 件 与 高 浓度 的 活性 污 泥 法 组 合 的 膜 
生物 反应 器 技术 处 理 规模 为 40m”. d 一 的 粪便 污水 ， 该 工艺 主要 处 理 流程 为 : 活性 污 泥 一 膜 
分 离 组 合 工艺 一 混 凝 一 膜 分 离 组 合 工艺 一 活性 炭 吸 附 一 出 水 。 第 一 段 膜 每 隔 1 ~2 个 月 用 
200mg ' 工 -的 次 毛 酸 钠 冲 洗 1 次 ， 第 二 段 膜 每 隔 2 周 用 500mg * 工 一 的 溴 酸 冲洗 1 次 。 膜 装 
置 已 运行 2 年 没有 换 膜 ， 经 活性 污 泥 - 膜 分 离 处 理 后 ，BOD 和 总 氮 可 分 别 去 除 记 99% ， 混 
凝 - 膜 分 离 可 去 除 残 存 CODw 的 50% ~ 70% ， 活 性 痰 吸附 可 再 进一步 去 除 60% ~90% ,使 
系统 出 水 BOD <5mg . 工 - ,总 所 <10mg . 工 -!， 色 度 <10。 

4) 在 垃圾 渗 滤 液 处 理 中 的 应 用 : 垃圾 渗 滤液 含有 高 浓度 的 污染 物 ， 其 水 质 水 量 随 气候 
与 操作 运行 条 件 的 变化 而 变化 。1994 年 前 就 有 多 家 污水 处 理 厂 用 MBR 技术 处 理 该 种 污水 。 
美国 Envirogen 公司 开发 出 一 种 膜 生 物 反应 器 用 于 土地 填 埋 场 渗 滤液 的 处 理 ， 并 在 新 泽 西 建 
成 一 个 日 处 理 能 力 约 为 15300m 的 装置 ， 在 2000 年 年 底 投入 和 运行。 该 种 膜 生物 反应 器 使 用 一 
种 自然 存在 的 混合 菌 来 分 解 渗 滤液 中 的 烃 和 和 毛 代 化 合 物 ， 其 处 理 污染 物 的 浓度 为 常规 废水 处 
理 装置 的 50 ~ 100 倍 。 能 达到 这 一 处 理 效果 的 原因 是 ， 膜 生物 反应 器 能 够 保留 高 效 细 菌 并 使 
细菌 浓度 达到 50000g ' 工 一 。 在 现场 中 试 中 ， 进 液 COD 由 每 升 几 百 毫克 增 至 40000mg ' 工 ”… ， 
污染 物 的 去 除 率 大 于 90% 。 国 内 学 者 用 垃圾 渗 滤 液 UASB 出 水 作为 膜 反应 器 的 人 水 进行 了 小 试 
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研究 ， 进 水 COD 为 800 ~ 1700mg . L”"，BOD; 为 200 ~500mg . 工 -2 ，NH -N 为 50 ~430mg ， 
L-!， 在 试验 的 前 72d，COD 去 除 率 维持 在 70% ~ 85% ， 出 水 COD <300mg . L-!， 达 到 二 级 
排放 标准 ,氨氮 的 去 除 率 基本 维持 在 90.0% ~99. 8% 。 

5) 在 废气 处 理 中 的 应 用 : 如 前 所 述 ， 膜 生物 反应 器 已 广泛 应 用 于 处 理工 业 污水 和 城市 
污水 等 。 早 在 20 世纪 80 年 代 ， 国 外 就 开始 将 膜 生物 反应 器 用 于 废气 处 理 。 膜 生物 反应 器 处 
理 废 气 是 将 高 效 膜 分 离 技术 和 生物 反应 器 的 生物 降解 作用 结合 起 来 用 于 废气 处 理 的 一 项 新 工 
艺 。 到 目前 为 止 ， 用 膜 生物 反应 器 对 多 种 废气 处 理 进行 了 实验 研究 ， 如 二 甲 茶 、 甲 茶 、 己 
烷 、 丙 炳 、 二 甲 基 硫 醚 等 。 膜 生物 反应 器 用 于 废气 处 理 的 膜 材 料 有 两 类 : 微 孔 膜 (如 朴 水 

性 复合 膜 ) 和 致密 膜 〈 如 硅 橡 胶 膜 ) 。 玻 水 性 微 孔 膜 是 用 聚 丙 炳 、 聚 四 氟 乙 烯 、 聚 矶 等 高 分 
子 材料 合成 的 有 机 膜 ， 如 中 空 纤维 膜 ， 微 孔 膜 的 微 孔 直径 一 般 为 0.01 ~ 1.0km， 因 该 类 材 
料 具 有 玻 水 性 ， 一 般 水 相 不 能 进入 微 孔 内 ， 除 非 水 相 中 有 较 大 的 压力 ， 微 孔 内 充满 气体 。 相 
对 于 致密 膜 来 讲 ， 微 孔 膜 有 较 高 的 通 透 性 。 用 于 废气 处 理 的 致密 膜 主 要 为 管 式 硅 橡胶 膜 ， 硅 
橡胶 膜 属于 橡胶 态 或 玻璃 态 合 成 高 分 子 膜 ， 其 材料 主体 是 链 状 结 构 的 杂 链 化 合 物 ， 由 于 在 化 
合 物 中 加 入 Si， 该 膜 兼 有 高 分 子 材料 和 无 机 材料 的 双重 特性 ; 致密 硅 橡胶 膜 无 孔 、 玻 水 、 非 
极 性 ， 对 某 些 气体 有 选择 透 过 性 ， 许 多 挥发 性 有 机 化 合 物 可 透 过 。 用 于 废气 处 理 的 硅 橡胶 膜 
主要 有 聚 二 甲 基 在 所 烷 膜 (PDMS) 、 以 聚 偏 氟 乙 烯 (PVDF) 为 基体 的 PDMS 膜 等 。 膜 生物 
反应 器 用 于 废气 处 理 的 膜 组 件 常用 的 为 中 空 纤维 式 和 平板 式 。 平 板式 膜 生物 反应 器 能 获得 更 
好 的 稳定 性 能 。 中 空 纤维 式 膜 生 物 反应 器 有 许多 优点 : 可 创造 一 个 厌 氧 和 好 氧 条 件 ， 能 形成 
更 大 的 比 表面 积 ， 有 利于 微生物 的 生长 并 形成 高 密度 的 生物 膜 ， 允许 更 高 的 容积 负荷 率 ; 降 
解 反 应 和 分 离 同 时 进行 ， 对 底 物 有 选择 性 的 扩散 等 。 

膜 生物 反应 器 处 理 废气 的 主要 影响 因素 有 进 气 速率 、 进 气 浓度 、 气 体 停 留 时 间 、 膜 及 膜 
组 件 、 微 生物 种 群 、 水 相 中 的 生物 浓度 和 挥发 性 组 分 在 生物 膜 中 的 扩散 系数 等 。 

目前 常规 的 废气 生物 处 理 技术 包括 生物 过 滤 法 、 生 物 吸附 法 (也 称 生物 洗涤 法 ) 、 生 物 
滴 滤 法 等 。 表 7-5 对 膜 生物 反应 器 处 理 废气 技术 与 常规 废气 生物 处 理 技术 进行 了 比较 。 

表 7-5 ”生物 法 处 理 废气 比较 

特 ”点 优点 
单个 反应 器 ; 液 相 | 占 地 面积 小 ， 处 理 效率 高 ， 反 应 器 无 | 投资 费用 高 ， 传 质 阻力 较 大 ; 
流动 ， 既 有 固定 的 | 活动 组 件 ， 易 放大 ; 2 微生物 的 过 度 生 长 引起 水 相 
也 有 巧 浮 的 生物 相 | 在 ,微生物 有 最 佳 的 增 湿 效 果 和 降解 | 管道 的 堵塞 和 不 稳定 的 生物 
膜 生物 反应 器 效率 ， 且 容易 控制 反应 条 件 和 去 除 最 | 膜 性 能 ， 导 致 反应 器 性 能 

终 产 物 ; 微生物 不 能 通过 膜 面 ， 因 此 | 下 降 
微生物 不 污染 气相 ， 可 用 于 室内 空气 
的 处 理 ， 具有 较 大 的 气 液 界 面 和 优良 
的 传 质 性 能 


单个 反应 器 ;无 流 | 结构 简单 ， 投 资 及 操作 费用 低 ， 气 液 | 在 处 理 氧化 、 含 硫 、 含 氨 废 气 
动 液 相 ， 生 物 相 | 表面 积 比值 高 ， 能 够 处 理 较 高 享 利 常 | 时 ， 会 导致 毛 离 子 、 硫 酸根 离 
固定 数 的 污染 废气 子 ”硝酸 根 离子 的 聚集 ， 从 而 

ee 引起 酸化 ,虽然 添加 缓冲 试剂 
Oe 能 防止 酸化 ， 但 是 最 终 产物 不 


能 中 和 ， 也 难以 去 除 ， 占 地 面 
积 大 ， 反 应 条 件 不 易 控制 ， 不 
易 处 理 高 浓度 废气 
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特 ”点 优 点 


两 个 反应 器 ; 液 相 | 液 相 和 气相 各 自 独 立 ， 容 易 控 制 反 应 | 在 被 微生物 去 除 前 ， 需 扩散 
流动 ; 微生物 悬浮 | 条 件 和 去 除 最 终 产物 ; 设备 占 地 面积 | 到 水 相 ， 对 于 难 溶 于 水 的 气 
生长 在 液体 中 小 ,压力 损失 小 ， 处 理 污 染 物 浓度 相 | 体 ， 传 质 阻力 很 大 ， 需 要 大 
生物 吸附 法 对 较 高 量 氧 才能 维持 较 高 的 降解 
率 ， 且 需 处 理 剩 余 污 泥 ， 故 
投资 大 ， 运 行 费用 高 ， 启 动 


单个 反应 器 ; 液 相 | 液 相 和 气相 各 自 独立 ， 容 易 控 制 反 应 | 在 被 微生物 去 除 前 ,需要 扩 
流动 ; 微生物 固定 | 条 件 和 去 除 最 终 产物 ; 设备 较 简单 ,| 散 到 水 相 ， 对 于 难 溶 于 水 的 
生物 滴 滤 法 能 较 好 地 截留 生长 缓慢 的 微生物 气体 传 质 阻力 很 大 ， 需 处 理 
剩余 污 泥 ， 故 运行 费用 高 ， 


7.5 ” 管 式 生物 反应 器 


根据 反应 器 的 结构 特征 ， 可 将 其 分 为 模式 、 管 式 、 塔 式 和 膜 式 等 类 型 ， 它 们 之 间 的 主要 
差别 为 其 外 型 (长 径 比 ) 和 内 部 结构 的 不 同 。 在 管 式 反 应 器 中 ， 当 流体 以 流速 较 小 的 层 流 
流动 时 ， 管 内 流体 速度 呈 抛 物 线形 分 布 ， 当 流体 以 流速 较 大 的 满 流 流动 时 ， 速 度 分 布 较为 均 
匀 ， 但 边界 层 中 速度 减缓 ， 径 向 和 轴 向 存在 一 定 程度 的 混合 。 流 体 流动 速度 分 布 不 均 或 混 
合 ， 将 导致 物料 浓度 分 布 不 同 ， 从 而 导致 酶 促 反 应 速率 计算 的 复杂 


7.5.1 管 式 生物 反应 器 的 结构 特点 及 操作 


理想 的 连续 管 式 反 应 器 (CPFR) 假设 流体 在 一 细 长 的 空 管 中 ， 以 平稳 、 等 速 、 不 受 干 扰 
的 方式 向 前 流动 ， 其 流动 模型 符合 活塞 流 流动 模型 的 基本 假设 ， 即 反应 器 的 微 元 体 沿 同一 方向 
以 相同 的 速度 向 前 移动 ; 在 微 元 体 的 流动 方向 上 不 存在 “ 返 混 ” 现 象 ; 所 有 微 元 体 在 反应 器 
中 的 停留 时 间 都 是 相同 的 ; 与 流体 流动 方向 相 垂直 截面 上 物料 的 组 成 均一 且 不 随时 间 变 化 。 
因此 CPFR 反应 器 具有 如 下 操作 特点 : 中 反应 进行 过 程 中 ， 反 应 物 恒 速 连续 加 入 和 反应 产物 
连续 排出 ; @) 流 体 在 反应 器 内 沿 流动 方向 以 恒 速 向 前 流动 ， 流 体 微 元 在 反应 器 内 的 停 he 
相同 ; @ 流 体 的 流动 方向 上 不 存在 流体 的 轴 向 混合 ， 即 不 存在 返 混 ;而 在 垂直 于 流体 流动 方 
向 的 任 一 截面 上 ， 即 径 向 上 流速 均一 ， 混 合 均匀 ， 流 体 如 活塞 一 样 有 序 地 沿 轴 向 流动 ， 故 称 
为 活塞 流 模 型 或 平 推 流 模 型 。 


7.5.2 管 式 生物 反应 器 的 应 用 


管 式 反 应 器 与 传统 的 搅拌 模式 反应 右 相 比 ， 有 许多 优点 。 例 如 ,具有 较 高 的 产 率 ， 较 好 
的 传 热 、 传 质 性 能 ， 容 易 实 现 优化 控制 一 一 程序 控 温 、 多 点 加 料 等 。 因 此 管 式 反应 器 可 用 于 
特殊 的 生化 过 程 ， 例 如 对 剪 切 敏感 的 组 织 培养 过 程 、 废 水 处 理 过 程 、 固 定 化 酶 和 固定 化 细胞 
的 反应 过 程 ， 以 及 要 求 严格 控制 反应 时 间 的 生化 过 程 ， 例 如 灭 菌 和 食品 高 温 消毒 等 。 
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7.6 ”生物 传感器 及 过 程控 制 


微生物 的 生长 是 受 内 外 条 件 相互 作用 调控 的 复杂 过 程 ， 外 部 条 件 包括 物理 的 、 化 学 的 及 
发 酵 液 中 的 生物 学 条 件 ， 内 部 条 件 主 要 是 细胞 内 部 的 生物 反应 。 通 常 发 酵 过 程 的 操作 只 能 对 
外 部 因素 进行 直接 控制 ， 所 谓 控制 一 般 是 将 环境 因素 调节 到 最 适 条 件 ， 使 其 利于 细胞 生长 或 
产物 的 生成 。 因 此 ， 发 酵 过 程 的 操作 需要 了 解 一 些 与 环境 条 件 和 微生物 生理 状态 有 关 的 信 
息 ， 即 需要 对 过 程 参数 进行 检测 。 


生物 反应 过 程 的 重要 相关 参数 


小 型 反应 器 中 可 检测 的 状态 变量 较 多 ， 可 用 于 工艺 研究 和 开发 。 大 型 生产 规模 反应 器 
中 ， 为 了 降低 染 菌 的 风险 ， 通 常 只 对 少数 状态 变量 进行 检测 ， 从 而 防止 由 于 传感器 失常 而 影 
响 发 酵 过 程 的 控制 。 
发 酵 过 程 中 需要 检测 的 参数 主要 包括 物理 参数 ( 表 7-6) 、 化 学 参数 ( 表 7-7) 和 生物 学 
参数 ( 表 7-8) 。 在 各 种 参数 的 检测 过 程 中 ， 常 使 用 各 种 仪表 (传感器 ) 。 
表 7-6 ”发 酵 过 程 物理 参数 的 测定 
参数 名 称 测定 方法 
温度 ; 传感器 
碎 压 压力 表 (工业 ) 
空气 流量 传感器 (实验 室 ) 
搅拌 转速 传感器 
搅拌 功率 传感器 


TO 1 


测定 意义 
维持 生长 、 合 成 
维持 正 压 ， 增 加 溶 氧 
供 氧 ， 排 出 废气 ， 提 高 Ka 
物料 混合 ， 提 高 Ka 
反映 搅拌 情况 ， 影响 KLa 
反映 菌 体 生长 ,影响 KLa 
反映 发 酵 液 性 质 
反映 发 醇 液 数量 
反映 菌 体 生长 情况 
反映 发 酵 代谢 情况 


黏度 as 黏度 计 
密度 传 感 吉 


装 液 量 传感器 
浊 度 透 光 度 % 传感器 
泡沫 传感器 


体积 传 氧 系数 kLa 


间接 计算 ， 在 线 检测 


反映 供 氧 效率 


加 消 泡 剂 速率 


反映 泡沫 情况 


加 中 间 体 或 前 体 速 率 


反映 前 体 和 基质 利用 情况 


加 其 他 基质 速率 


参数 名 称 


程 化 学 参数 的 测定 
测定 方法 


反映 基质 利用 情况 


测定 意义 


酸碱度 


传感器 


反映 菌 的 代谢 情况 


溶 氧 


10 (ppm) 


传感器 


反映 氧 的 供给 和 消耗 情况 


尾气 氧 浓度 


Pa 


传感器 ， 热 磁 氧 分 析 


了 解 耗 氧 情况 


氧化 还 原 电位 


mV 


传感器 


反映 菌 的 代谢 情况 
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参数 名 称 


单位 


测定 方法 


测定 意义 


溶解 C0, 浓度 


% 饱和 度 


了 解 C0, 对 发 酵 的 影响 


尾气 C0, 浓度 


% 


传感器 ， 红 外 吸收 


了 解 菌 的 呼吸 情况 


总 糖 、 葡 萄 糖 、 


取样 


了 解 基质 在 发 酵 过 程 中 的 变化 


前 体 或 中 间 体 浓度 


取样 


产物 生成 情况 


氨基 酸 浓度 


取样 


了 解 氨基 酸 含量 的 变化 情况 


矿物 盐 浓 度 
Fe2+ 、 Mg2+ 、 Ca Na+ 
NHs* 、PO43- 、SO4- 


参数 名 称 


取样 ， 离 子 选择 电极 


测定 方法 


了 解 离子 含量 对 发 酵 的 影响 


测定 意义 


菌 体 浓度 


g (DCW*) ' 工 


取样 


了 解 菌 的 生长 情况 


菌 体 中 RNA、DNA 含量 


mg (DCW) :8 


取样 


了 解 菌 的 生长 情况 


了 解 菌 的 能 量 代谢 情况 
了 解 生长 和 产物 情况 
产物 生成 情况 
了 解 菌 的 生长 情况 


菌 体 中 ATP、ADP、AMP 量 
菌 体 中 NADH 量 
效 价 或 产物 浓度 
* ， 细胞 干 重 (dry cell weight，DCW) 。 


mg (DCW) +g 取样 
在 线 菊 光 法 
取样 (传感器) 
取样 ， 离 线 


mg (DCW) :g- 


gml 


在 诸多 物理 参数 中 ， 温 度 、 压 力 、 流 量 、 转 速 、 补 料 速度 和 泡沫 水 平 是 发 酵 过 程 中 最 重 
要 的 需 随 时 检测 和 控制 的 参数 ,它们 可 以 直接 在 线 准 确 测量 和 控制 。 化 学 参数 中 ，pH、 溶 
氧 和 尾气 组 成 可 以 进行 在 线 检测 ， 溶 液 成 分 的 测定 一 般 难 于 在 线 进行 。 目 前 细胞 形态 计算 机 
图 像 分 析 系 统 可 用 于 分 析 菌 体 的 形态 变化 ， 并 且 能 够 快速 、 自 动 地 给 出 生物 学 形态 数据 ， 从 
而 用 以 指导 发 酵 过 程 的 控制 ， 但 是 该 仪器 较为 昂贵 ， 难 以 推广 应 用 。 因 此 ， 需 要 开发 廉价 、 
简便 、 快 速 的 在 线 检测 技术 ， 如 激光 测 粒 、 菊 光 衍 射 等 。 

目前 无 法 在 线 检测 的 化 学 和 生物 学 参数 ， 往 往 采 用 离线 检测 的 方法 ， 但 检测 时 间 长 ， 所 
得 数据 无 法 用 于 实时 控制 。 为 了 实现 发 酵 过 程 中 化 学 参数 和 生物 学 参数 的 在 线 检测 ， 电 极 法 
和 生物 传感器 已 成 为 研究 与 开发 的 重点 。 目 前 ， 用 于 葡萄 糖 、 乙 醇和 青霉素 等 物质 在 线 检测 
的 传感器 已 研究 成 功 ， 并 在 离线 的 条 件 下 获得 广泛 应 用 。 

此 外 ， 在 发 酵 过程 中 还 有 一 些 间 接 参数 是 由 以 上 参数 经 计算 得 到 的 。 例 如 ， 对 发 酵 尾 气 
组 分 分 析 获 得 的 数据 进行 计算 ， 可 以 得 到 耗 氧 速 率 、CO, 释放 率 和 呼吸 商 ， 进 而 可 计算 出 菌 
体 浓度 和 基质 消耗 速率 等 。 另 外 ， 如 呼吸 强度 、 氧 传递 系数 、 比 生成 速率 、 菌 体 生长 速率 、 
产物 得 率 等 都 可 以 通过 间接 计算 的 方法 获得 。 它 们 是 分 析 、 判 断 和 衡量 发 酵 过 程 的 重要 参 
数 ， 是 对 发 酵 过 程 进行 控制 的 依据 。 

上 述 参数 的 检测 结果 反映 了 发 酵 过 程 中 环境 变化 和 细胞 代谢 的 生理 变化 情况 ， 从 而 为 发 
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醇 过 程 的 研究 和 控制 提供 了 重要 依据 。 
7. 6.2 典型 生物 传感器 


传感器 通常 指 能 够 将 非 电量 转换 为 电量 的 器 件 ， 它 实质 上 是 一 种 功能 块 。 在 由 传感器 、 
放大 器 和 各 种 仪器 组 成 的 测量 、 控 制 系统 中 ， 传 感 器 的 作用 是 感受 被 测量 的 变化 ， 并 直接 从 
被 测 对 象 中 提取 检测 信息 ， 也 即将 来 自 外 界 的 各 种 信号 转换 成 电信 号 。 电 信号 可 比较 容易 地 
进行 放大 、 反 馈 、 微 分 、 存 储 ， 以 及 由 电子 计算 机 进行 数据 处 理 和 控制 ， 因 而 是 实现 检测 与 
自动 化 控制 系统 的 首要 环节 。 在 一 个 现代 化 的 自动 检测 系统 中 ， 如 果 没 有 传感器 ， 就 不 能 对 
被 测 参量 实现 精确 、 可 靠 的 测量 ， 也 无 法 检测 与 控制 表征 生产 过 程 各 个 环节 的 各 种 参数 ， 所 
以 ， 在 现代 技术 中 ， 传 感 器 是 自动 化 仪表 、 电 子 计算 机 控制 系统 中 的 关键 组 成 部 分 。 

传感器 的 检测 对 象 非常 多 ， 主 要 有 有 数量、 长度、 面积、 体积、 位置、 含量 、 线 性 变化 、 
旋转 变化 、 畸 变 、 压 力 、 转 和 矩 、 流 量 、 流 速 、 加 速度 、 振 动 、 成 分 配 比 、 水 分 、 离 子 强度 、 
混浊 度 、 粒 状 体 、 密 度 、 伤 靖 、 湿 度 、 热 量 、 温 度 、 烟 、 有 害 气体 和 气味 28 种 。 检 测 手段 
主要 有 射线 (y 射线 、X 射线 等 ) 、 紫 外 线 、 可 见 光 、 激 光 、 红 外 线 、 微 波 、 电 、 磁 和 声波 
9 种 。 传 感 器 千差万别 ， 种 类 繁多 ， 有 不 同 的 分 类 方式 。 这 里 只 介绍 一 些 基 本 的 在 发 酵 过 程 
中 经 常用 到 的 在 线 测量 传感器 。 

1. pH 检测 及 其 传感器 ”微生物 发 酵 过 程 中 ， 发 酵 液 的 pH 可 以 指示 微生物 细胞 生长 及 
产物 或 副 产 物 生成 的 情况 ， 是 最 重要 的 发 酵 过 程 参数 之 一 。 因 为 每 种 微生物 细胞 的 生长 繁殖 
均 有 其 最 适 pH， 细 胞 及 酶 的 生物 催化 反应 也 有 相应 的 最 佳 pH 范围 。 在 培养 基 制 备 及 产物 
提取 、 纯 化 过 程 中 ， 也 需 控制 适当 的 pH。 因 此 ， 发 酵 实验 及 生产 中 对 pH 的 检测 及 控制 极 
为 重要 。 

pH 传感器 多 为 组 合式 pH 探头 ， 由 一 个 玻璃 电极 和 参 比 电极 组 成 ， 通 过 一 个 位 于 小 的 
多 孔 塞 上 的 液体 接合 点 与 培养 基 连 接 ， 多 孔 塞 一 般 位 于 传感器 的 侧面 。 传 感 器 的 选择 取决 于 
发 酵 饶 是 原 位 灭 菌 还 是 在 高 压 灭 菌 锅 内 灭 菌 : 如 果 是 原 位 灭 菌 ， 需 将 电极 安装 在 一 个 由 发 酵 
饶 制 造 商 提供 的 专用 外 壳 内 ， 以 使 电极 的 外 部 在 灭 菌 时 能 耐 受 大 于 0. 1MPa 的 压力 ， 这 是 为 
了 防止 饶 压 使 物料 流入 多 孔 塞 中 ; 如 果 是 高 压 灭 菌 锅 灭 菌 ， 则 需要 采用 特殊 的 电 连接 方式 ， 
以 防 由 电极 暴露 于 高 压 蒸气 所 带 来 的 问题 。 

pH 探头 是 一 种 产生 电压 信号 的 电化 学 元 件 ， 其 内 阻 相当 高 ( > 10"0) ， 因 此 产生 的 电 
位 只 能 由 一 种 高 输入 阻抗 的 直流 放大 器 来 测量 ， 这 种 放大 器 可 以 获取 微量 电流 。 许 多 pH 计 
及 控制 器 都 含有 合适 的 放大 器 。 最 好 购买 带 有 高 电流 或 高 电压 信号 输出 的 仪表 ， 因 为 可 以 实 
现 计算 机 数据 记录 。 探 头 的 高 阻抗 对 传感器 和 pH 计 之 间 的 连接 器 和 电导 线 有 严格 要 求 。 

在 使 用 时 ， 通 常 先 将 pH 传感器 加 上 不 锈 钢 保 护 套 ， 再 插入 发 酵 包 中。 大 多 数 pH 传 感 
器 都 具有 温度 补偿 系统 。 由 于 电极 内 容 物 会 随 使 用 时 间或 高 温 灭 菌 而 不 断 变 化 ， 因 而 在 每 批 
发 酵 灭 菌 操 作 前 后 均 需 进行 标定 ， 即 用 标准 的 pH 缓冲 液 校 准 。 通 常 pH 传感器 的 测定 范围 
是 0~14， 精 度 达 +0.05 ~0. 1pH， 响 应 时 间 为 数秒 至 数 十 秒 ， 灵 人 敏 度 为 0. 1pH。 

pH 传感器 在 使 用 时 需 注意 以 下 几 点 。 

1) 校准 : 必须 在 使 用 前 对 传感器 进行 校准 ， 这 通常 是 对 发 酵 饶 进行 灭 菌 前 的 最 后 一 步 
操作 。 传 感 器 的 校准 在 发 酵 缸 外 进行 ,将 pH 电极 浸没 到 含 一 种 或 多 种 标准 缓冲 液 的 容器 中 
进行 校准 。 这 些 操作 最 好 均 在 发 酵 运 行 温度 下 进行 。pH 电极 需 与 发 酵 过 程 中 使 用 的 pH 计 
相连 接 ，pH 计 的 校准 装置 可 按 常规 的 pH 计 校 准 步骤 来 调整 。 由 于 发 酵 过 程 中 重新 校准 十 
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分 困难 或 者 不 可 能 ， 最 好 能 固定 pH 计 的 校准 控制 ， 以 避免 实验 中 的 偶发 性 偏 移 ， 许 多 商业 
性 的 仪表 都 提供 一 些 固定 螺栓 。 

2) 灭 菌 : 校准 以 后 ， 应 该 将 传感器 插入 到 发 酵 缸 中 并 进行 密封 。 在 发 酵 饶 灭 菌 时 ， 一 
般 将 pH 计 的 连接 物 移 开 (采用 高 压 灭 菌 锅 灭 菌 时 ) ， 灭 菌 后 重新 连接 ，pH 传感器 开始 工 
作 。 也 有 实验 操作 人 员 用 乙醇 对 pH 传感器 单独 消毒 〈( 即 不 放 和 人 灭 菌 锅 ) ， 主 要 是 为 了 延长 
传感器 的 使 用 寿命 。 然 后 需 将 传感器 立即 插入 且 密 封 在 饶 内 。 必 须 指出 ， 这 一 过 程 可 能 染 
菌 ， 尽 管 有 些 报道 称 在 研究 中 规范 地 使 用 这 一 步骤 没有 问题 。 这 种 方法 简介 如 下 : 放 好 传 感 
器 ， 加 上 一 个 合适 的 配件 以 使 pH 探头 易于 由 发 酵 继 顶 盘 进行 安装 ， 然 后 将 其 在 无 水 乙醇 中 
至 少 放置 1h。 探 头 和 配件 必须 是 很 干净 的 ， 探 头 的 浸没 位 置 应 高 于 配件 。 最 后 ， 应 迅速 地 
将 传感器 转移 到 预先 灭 好 菌 的 发 酵 缸 中 ， 其 已 与 空气 供应 系统 相连 ， 而 且 其 中 的 空气 已 开始 
流动 。 

3) 校准 的 检查 : 在 灭 菌 或 使 用 过 程 中 ， 很 可 能 会 使 校准 发 生 偏 移 。 对 于 状况 良好 的 传 
感 器 ， 这 种 偏 移 不 会 大 于 0.2 个 pH 值 。 但 一 些 研 究 人 员 仍 建议 在 发 酵 饶 灭 菌 以 后 ， 进 行 校 
准 或 者 再 校准 。 目 前 已 有 适用 于 较 大 发 酵 饶 的 这 种 系统 ， 可 以 完全 无 菌 地 取出 传感器 ， 再 将 
其 部 分 地 插入 校准 缓冲 液 中 进行 校准 。 在 实验 室 规模 下 ， 有 必要 将 传感器 完全 移出 ， 利 用 前 
述 的 化 学 处 理 方法 来 进行 再 消毒 。 在 实验 中 检查 一 个 可 疑 校准 的 较 好 方法 是 对 发 酵 液 进行 无 
菌 取 样 ， 在 发 酵 缸 外 测量 其 pH， 然后 与 传感器 的 读数 进行 比较 。 如 果 采 用 这 一 方法 ， 应 在 
取样 后 对 pH 尽快 检测 、 读 数 。 因 为 细胞 在 不 断 变 化 的 条 件 下 〈 例 如 在 连续 培养 中 氧 和 基质 
的 消耗 ) 进行 连续 代谢 ， 如 果 培 养 基 的 缓冲 性 能 较 差 ，pH 在 几 分 钟 内 即 可 发 生 显 著 变 化 ， 
从 而 无 法 正确 检查 传感器 的 校准 。 

探头 需 时 常 地 填充 或 填 满 电解 液 ， 实 际 上 这 是 参 比 电极 的 电解 液 ， 它 会 通过 多 孔 塞 慢 慢 
的 流失 。 制 造 商会 为 其 传感器 提供 专用 液体 ， 但 许多 实验 人 员 愿 意 自 己 配 制 : 浓缩 或 饱和 的 
KCl 溶液 ， 有 时 添加 一 定 的 溶质 来 增加 黏度 〈 一 般 是 当 传感器 在 原 位 高 压 灭 菌 时 ) 。 理 论 上 电 
解 液 液 位 应 保持 足够 高 ， 以 使 其 静 压 超过 发 酵 液 ， 从 而 使 通过 多 孔 塞 的 流体 倾向 于 从 传感器 流 
向 发 酵 液 ， 但 实践 中 往往 难以 实现 。 尽 管 电解 液 液 位 高 于 发 酵 液 ， 但 是 通风 发 酵 饶 的 顶部 空间 
压力 一 般 会 稍微 高 于 大 气压 ， 这 是 由 出 口气 体 过 滤器 和 出 口 管 路 的 阻力 造成 的 。 而 探头 电解 
液 室 的 顶部 空间 压力 在 操作 过 程 中 通常 为 大 气压 。0. 01bar 的 压 差 就 需要 探头 具有 10cm 的 
顶部 高 度 ， 这 可 能 是 实践 中 的 最 大 值 ， 这 也 是 多 孔 塞 结 垢 的 部 分 原因 。 如 果 pH 探头 具有 密 
封 的 外 套 ， 在 发 酵 过 程 中 可 能 有 利于 维持 正 的 表 压 。 

2. 温度 检测 及 其 传感器 ”大 部 分 发 酵 过 程 的 温度 为 30 ~36% ， 某 些 发 酵 过 程 要 求 温度 
波动 限于 +0. 5% 。 发 酵 过 程 中 最 大 的 生物 活性 ， 一 般 仅 能 在 某 一 很 小 的 温度 范围 内 维持 ， 
因而 需要 有 效 地 控制 温度 ， 使 其 适 于 细胞 生长 。 温 度 是 一 个 环境 变量 ， 不 仅 需要 检测 ， 通 常 
也 需要 由 闭环 控制 在 所 需 的 设 定 值 进行 控制 。 对 于 0 ~ 130% 的 温度 范围 ， 最 好 采用 热电 偶 
或 基于 电阻 变化 的 温度 计 ， 如 铂 电 阻 (PH00 或 Pt1000 传感器 : 0C 时 电阻 分 为 100Q 和 
10000) ， 温 度 传感器 通常 安装 在 不 锈 钢 外 套 中 。 采 用 合适 的 控制 系统 ， 在 小 型 生物 反应 器 
中 可 获得 +10…K 的 精度 ， 大 型 生物 反应 器 中 一 般 可 达到 +5 x10-K。 

发 酵 饶 的 测 温 方法 有 多 种 ,包括 玻璃 温度 计 、 热 电 偶 、 热 敏 电 阻 、 热 电阻 温度 计 等 。 大 
部 分 发 酵 饶 采用 酒精 或 水 银 温 度 计 ， 可 直接 指示 发 酵 温 度 ， 这 种 玻璃 温度 计 必 须 能 耐 受 灭 菌 
时 的 薰 汽 压 力 。 将 温度 计 安装 在 位 于 反应 器 内 的 不 锈 钢 夹 套 内 ， 采 用 0 形 环 密封 系统 实现 
无 菌 操 作 。 具 有 直流 输出 信号 的 温度 传感器 ， 一 般 可 用 于 实现 控制 。 常 用 的 热电 偶 较 为 廉 
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价 ， 但 其 分 辩 率 低 ， 需 要 冷 接点 。 热 敏 电阻 是 半导体 ， 其 电导 率 可 随 温度 发 生变 化 ， 灵 人 敏 度 
高 而 且 不 贵 ， 但 它 给 出 高 度 非 线 性 的 输出 信号 。 现 代 积 分 电路 结合 了 上 述 特点 ， 能 够 得 到 线 
性 的 输出 信号 。 

当 温度 的 测量 范围 较 小 时 ， 热 电阻 检测 器 (RTD) 比 热 电 偶 更 灵敏 。 其 原理 是 所 用 的 
材料 如 铂 或 镍 的 电阻 随 温度 变 化 而 变化 。 铂 或 镍 用 做 惠 斯 通电 桥 电路 的 一 根 线 ， 另 一 根 线 为 
已 知 的 精密 电阻 ， 电 桥 上 施加 一 定 电压 ， 比 较 电 路 的 每 一 支 路 中 点 的 电压 降 ， 该 点 的 电势 差 
与 每 一 支 路 上 两 个 串联 电阻 的 电阻 值 的 比值 成 比例 。 由 已 知 量 可 计算 RTD 的 电阻 ， 从 而 推 
定 温度 。 如 果 RTD 远离 桥接 电路 ， 导 线 的 电阻 会 影响 测量 。 因 而 为 实现 高 精度 测量 ， 常 采 
用 补偿 电路 ， 这 要 求 增加 2 根 或 4 根 导线 。 在 使 用 时 ， 从 发 出 的 信号 经 放大 (线性 化 ) 后 
传递 到 控制 器 ， 从 而 实现 温度 控制 。 

铂 电阻 温度 计 通 常用 做 发 酵 温 度 测 量 的 标准 温度 计 。 为 避免 染 菌 ， 温 度 计 需 装 入 不锈钢 
夹 套 中 再 放 和 人 反 应 器 中 ， 夹 套 中 填 有 导热 的 液体 ， 可 保证 温度 计 的 充分 接触 和 快速 响应 。 热 
电阻 温度 计 的 工作 原理 是 电阻 随 温度 的 变化 而 变化 ， 因 而 需要 一 定 的 电流 产生 可 测 电压 ， 此 
电压 与 温度 呈 一 定 的 比例 关系 ,这 种 电流 很 微弱 ， 不 会 造成 明显 的 热效应 。 但 连接 温度 计 的 
导线 (通常 很 长 ) 的 电阻 会 随 着 环境 温度 的 变化 而 变化 ， 这 些 效应 可 通过 用 单独 的 导线 来 
输送 并 检测 电流 来 实现 补偿 。 铂 热 阻 温度 计 的 优点 是 其 精确 度 高 ， 稳 定性 好 ， 在 正常 温度 范 
围 内 给 出 线性 输出 信号 。 实 践 中 ， 当 发 酵 液 趋向 非 均一 性 时 ， 几 种 温度 计 均 可 使 用 。 不 同 测 
量 范 围 (如 0~50%C、0~150%C) 的 温度 计 ， 可 满足 发 酵 和 蒸汽 灭 菌 的 要 求 。 

热 敏 电阻 制 成 的 RTD 由 半导体 材料 制 成 ， 在 实验 室 中 已 普遍 使 用 。 其 主要 优点 是 对 温 
度 变化 更 灵敏 ， 因 而 测量 精确 度 高 ， 缺 点 是 对 温度 的 变化 具有 非 线性 响应 。 

3. 溶 氧 检测 及 传感器 “发酵 液 的 溶 氧 浓 度 是 一 个 非常 重要 的 发 酵 参 数 ， 它 既 影 响 细胞 
的 生长 ， 也 影响 产物 的 生成 。 这 是 因为 当 发 酵 培养 基 中 深 氧 浓度 很 低 时 ， 细 胞 的 供 氧 速率 会 
受到 限制 。 反 应 器 条 件 下 溶 氧 的 检测 远 比 温度 检测 要 困难 ， 低 溶 氧 也 使 检测 非常 困难 ， 除 非 


采用 直接 的 在 线 检测 。 
溶 氧 浓度 的 检测 方法 主要 有 3 种 ， 其 共性 是 使 用 膜 将 测定 点 与 发 酵 液 分 离 ， 使 用 前 均 须 


进行 校准 。 这 3 种 方法 为 : 中 导管 法 ; @) 质 谱 探 头 法 ; @ 电 化 学 检测 器 。 因 为 上 述 方法 均 使 
用 膜 ， 因 而 检测 中 出 现 的 问题 也 具有 某 些 共性 。 

在 导管 法 中 ,将 一 种 惰性 气体 通过 渗透 性 的 硅胶 蛇 形 管 充 入 反应 器 中 。 氧 从 发 酵 液 跨 过 
管 辟 扩散 进入 管内 的 惰性 气流 ， 扩 散 的 驱动 力 是 发 醇 液 与 惰性 气体 之 间 的 氧 浓度 差 。 在 蛇 管 
出 口 处 用 氧气 分 析 仪 测定 惰性 混合 气 中 的 0, 浓度 。 这 种 方法 的 响应 速率 较 慢 ， 通 常 需要 几 
分 钟 ， 因 为 管 壁 对 其 扩散 产生 一 定 的 阻力 ， 从 而 使 气体 从 蛇 管 到 检测 仪 右 的 输送 出 现 迟 沸 或 
产生 死 时 间 。 此 法 简便 上 且 易 于 进行 原 位 灭 菌 。 但 当 系 统 校准 时 ， 由 于 气体 中 氧 浓 度 远 低 于 液 
体 中 与 之 相 平衡 的 氧 浓度 ,使 得 惰性 气体 的 流动 对 校准 产生 很 大 影响 。 

在 第 二 种 方法 中 ， 质 谱 仪 探头 的 膜 可 将 发 酵 饶 内 容 物 与 质谱 仪 高 真空 区 隔 开 。 除 了 深 氧 
的 检测 外 ， 质 谱 仪 探头 和 导管 法 通常 可 检测 任何 一 种 可 蜂 膜 扩散 的 组 分 。 

最 常用 的 溶 氧 检测 方法 是 使 用 可 蒸汽 灭 菌 的 电化 学 检测 器 。 两 种 市 售 的 探头 是 电流 探头 
和 极 谱 探 尖 ， 二 者 均 用 膜 将 电化 学 电池 与 发 酵 液 隔 开 。 对 于 溶 氧 测定 ， 重 要 的 一 点 是 膜 仅 对 
0, 有 渗透 性 ， 而 其 他 可 能 干扰 检测 的 化 学 成 分 则 不 能 通过 。 

0, 通过 渗透 性 膜 从 发 酵 液 扩散 到 检测 器 的 电化 学 电池 ，0, 在 阴极 被 还 原 时 会 产生 可 检 
测 的 电流 或 电压 ， 这 与 0, 到 达 阴 极速 率 成 比例 。 需 要 指出 ， 阴 极 检测 到 的 实际 是 0, 到 达 阴 
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极 的 速率 ， 这 取决 于 它 到 达 膜 外 表面 的 速率 、 跨 膜 传递 的 速率 以 及 它 从 内 膜 表 面 传递 到 阴极 
的 速率 。 如 果 忽 略 传感器 内 所 有 动态 效应 ，0, 到 达 阴 极 的 速率 与 氧气 跨 膜 扩散 速率 成 正比 ， 
而 且 与 氧 从 发 醇 液 扩散 到 膜 表 面 的 速率 相等 ， 膜 表面 的 扩散 速率 与 氧 传 质 的 总 浓度 驱动 力 成 
比例 。 假 定 膜 内 表面 的 氧 浓度 可 以 有 效 地 降 为 零 ， 则 扩散 速率 仅 与 液体 中 的 溶 氧 浓度 成 正 
比 ， 从 而 使 探头 测 得 的 电信 号 与 液体 中 的 浴 氧 浓度 成 正比 。 

实际 发 酵 操 作 中 ， 有 必要 对 探头 进行 校准 。 通 常 在 灭 菌 前 ， 根 据 零 位 及 最 大 饱和 度 的 
值 ， 在 反应 器 中 进行 原 位 校准 。 通 过 发 酵 培 养 基 预先 的 N, 脱 气 来 校 定 零 位 ， 最 大 值 通过 充 
入 空气 使 培养 基 中 氧 饱和 来 校 定 。 由 于 探头 的 电 输出 读数 取决 于 氧 的 扩散 传 质 速率 ， 在 已 知 
气体 中 氧 平 衔 分 压 与 发 酵 液 的 实际 溶 氧 浓度 之 间 的 享 利 定律 关系 已 知 的 条 件 下 ， 可 推导 出 发 
酵 液 中 涂 氧 的 真实 浓度 。 因 此 探头 实际 上 检测 的 是 氧 平 衡 分 压 ， 而 不 是 直接 检测 涂 氧 浓度 。 
在 实际 发 酵 培 养 基 中 对 探头 进行 校准 是 很 重要 的 。 探 头 实际 上 检测 的 是 传 质 速率 ， 因 而 需 在 
与 发 酵 过 程 相同 的 流体 动力 学 条 件 下 进行 校准 ， 而 且 溶 氧 探头 应 能 耐 受 灭 菌 。 很 明显 ， 最 好 
在 发 酵 开 始 前 在 发 酵 缸 中 进行 校准 。 通 常 采用 线性 校准 ， 包 括 零 位 和 斜率 的 调节 。 

零点 是 在 向 发 酵 缸 中 充 人 大 量 的 N (不 含 0,) 后 设 定 的 ， 最 好 在 灭 菌 后 立即 进行 ， 因 
为 灭 菌 过 程 中 已 除去 大 量 可 溶性 气体 。 但是， 大 多 数 溶 氧 探头 在 零点 氧 (不 含 氧 ;) 时 的 输 
出 值 接近 于 零 电 位 ， 因 此 无 须 进行 零点 校准 。 但 是 ， 当 读数 在 极 低 的 深 氧 张力 下 设 定时 ， 需 
将 探头 的 一 根 导 线 断 开 ， 将 电流 设置 为 零 。 如 果 需 要 在 实验 后 检查 校准 零点 ， 简 便 方 法 是 ， 
将 少量 连 二 亚硫酸钠 加 到 发 酵 负 中 ， 使 其 和 氧 迅 速 发 生化 学 反应 。 但 要 注意 ， 这 种 物质 也 会 
杀 死 细胞 ， 所 以 应 在 实验 结束 后 使 用 。 

其 他 需要 校准 的 参数 包括 斜率 、 灵 敏 度 、 满 刻度 和 量程 等 。 应 该 在 接种 之 前 、 发 酵 饶 大 
量 充 气 后 校准 以 上 参数 ( 搅拌 ， 在 操作 温度 下 进行 )。 校 准 后 可 以 给 出 空气 的 饱和 度 ， 溶 氧 
计 设 定 为 可 读 取 100% 的 溶 氧 张力 ,或 者 是 适当 的 分 压 计算 值 。 

使 用 溶 氧 探头 时 ， 对 读数 产生 影响 的 有 3 个 物理 参数 : 搅拌、 温度 和 压力 。 下 面 分 别 介 
绍 其 对 读数 的 影响 。 

1) 搅拌 的 影响 : 由 于 溶 氧 探头 在 工作 中 存在 明显 的 电流 ， 自 身 消耗 大 量 的 氧 。 探 头 的 
信号 与 氧 向 电极 表面 传递 的 速率 成 比例 ， 而 氧 的 传递 速率 则 受 氧 跨 膜 扩散 速率 控制 。 这 一 速 
率 与 发 酵 液 的 浓度 成 比例 ， 其 比值 〈 以 及 探头 的 校准 ) 取决 于 总 的 传 质 过 程 。 探 头 的 一 般 
工作 条 件 是 ， 氧 向 膜 外 表面 的 传递 速率 很 快 且 不 受 限 制 。 因 此 ， 整 个 过 程 受 跨 膜 传递 的 限 
制 ， 比 例 常 数 〈 传 质 系数 ) 较 易 维持 恒定 。 发 酵 实验 时 ,搅拌 操作 可 以 获得 满意 的 里 膜 传 
递 速率 。 需 要 指出 ， 在 对 探头 进行 最 初 校准 的 过 程 中 ， 必 须 对 发 酵 饶 进 行 搅拌 。 

2) 温度 的 影响 : 溶 氧 探头 的 信号 随 温度 的 升 高 而 显著 增强 ,这 主要 是 因为 温度 影响 氧 
的 扩散 速率 。 发 醇 实验 过 程 中 须 控制 发 醇 钢 的 温度 ， 因 为 即使 0. 5Y 左右 的 温度 变化 ， 也 会 
使 探头 信号 发 生 显著 变化 〈 > 1% ) 。 溶 氧 读数 的 周期 性 变化 (每 隔 若 干 分 钟 观察 1 次 ) 显 
示 了 温度 波动 的 影响 ， 而 且 较 大 的 温度 变化 能 引起 校准 的 较 大 漂移 。 因 此 ， 在 实验 过 程 中 改 
变温 度 控 制 时 要 格外 注意 。 在 对 发 酵 饶 的 操作 温度 进行 控制 以 前 ， 须 对 涂 氧 探头 进行 校准 。 
考虑 到 上 述 影响 的 存在 ， 一 些 溶 氧 探头 带 有 温度 传感器 等 仪表 ， 用 以 实现 自动 温度 补偿 。 此 
外 ， 对 于 具有 计算 机 监控 的 发 酵 缸 ， 可 利用 来 自 独立 的 温度 传感器 的 信号 ， 由 相关 软件 实现 
温度 补偿 。 

3) 压力 的 影响 : 压力 变化 会 影响 溶 氧 探头 的 读数 ， 尽 管 这 实际 上 反应 了 洲 氧 的 变化 情 
况 。 探 头 的 响应 主要 由 溶液 的 平衡 氧 分 压 确定 。 读 数 通 常 表示 为 大 气压 下 空气 的 百分比 饱和 
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度 ，100% 的 溶 氧 张力 (DOT) 约 相 当 于 21. 28kPa (160mmHg) 的 氧 分 压 。 如 果 发 酵 液 的 平 
衡 气体 总 压 发 生变 化 ， 即 使 气体 组 分 未 发 生变 化 〈 因为 氧 分 压 会 按 比 例 改 变 ) ， 也 会 改变 溶 
氧 探头 的 读数 。 


7.6.3 生物 反应 过 程控 制 


1. 生物 反应 过 程控 制 系统 ”生物 反应 过 程控 制 是 根据 对 过 程 参 数 的 有 效 检测 及 对 过 程 
变化 规律 的 认识 ,借助 于 由 自动 化 仪表 和 计算 机 组 成 的 控制 系统 ， 对 一 些 关 键 参数 进行 控 
制 ， 从 而 使 生物 反应 过 程 正常 、 高 效 地 进行 。 生 物 反 应 过 程控 制 一 般 包 括 3 个 方面 的 内 容 : 

(1) 对 生物 反应 过 程 的 未 来 状态 及 目的 产生 影响 的 参数 进行 控制 ， 如 温度 、pH、 生 物 
量 等 ; 
(2) 选择 性 的 控制 操作 ， 如 阀门 的 开 、 关 ， 泵 的 开 、 关 等 ; 

(3) 控制 模型 的 建立 ， 通 过 模型 可 以 预测 控制 操作 对 生物 反应 状态 产生 的 影响 。 例 如 ， 
在 通过 调节 基质 的 加 入 浓度 和 速率 来 对 细胞 生长 速率 进行 控制 之 前 ， 需 要 建立 一 个 能 够 反映 
其 相互 关系 的 数学 模型 。 

在 标准 的 搅拌 式 发 酵 饶 中 ， 可 以 检测 的 过 程 参 数 有 : 反应 器 中 内 容 物 的 质量 或 体积 ， 搅 
拌 器 的 速度 、 功 率 和 转 矩 ， 氧 化 还 原 电 位 ，C0, 浓度 ,气体 流 率 ， 进 料 量 ， 以 及 尾气 中 的 
0, 和 C0, 浓度 等 。 这 种 设备 上 一 般配 置 的 控制 元 件 有 : 温度 、pH、 溶 氧 控 制 元 件 和 消 泡 元 
件 。 目 前 常用 的 控制 系统 如 图 7-18 所 示 。 


分 本 亿 分 析 仪器 


图 7-18 生物 反应 过 程控 制 系统 示意 图 
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配 有 计算 机 的 发 酵 过 程控 制 系统 可 对 多 个 发 酵 饶 同 时 进行 控制 。 通 过 计算 机 控制 取样 装 
置 ， 分 别 对 多 个 发 酵 饶 的 发 酵 液 和 尾气 的 组 分 进行 自动 分 析 ， 分 析 结 果 由 分 析 仪器 直接 传送 
到 监控 计算 机 ， 监 控 计 算 机 按照 预先 设置 的 程序 对 这 些 数 据 进行 分 析 和 处 理 ， 并 以 图 形 或 表 
格 的 形式 显示 出 来 ， 以 便于 操作 者 对 发 酵 过 程 进行 优化 控制 。 在 这 一 过 程 中 ， 监 控 计 算 机 所 
起 的 作用 有 以 下 几 点 : 中 发 醉 过 程 中 数据 的 采集 和 存储 ; @ 将 存储 的 数据 用 图 形 或 表格 的 形 
式 显示 出 来 ; @@ 对 存储 的 数据 进行 各 种 分 析 和 处 理 ;，@@ 与 检测 仪表 和 其 他 计算 机 系统 进行 通 
信 ; 名 对 模型 及 其 参数 进行 识别 和 判断 ;人 @@ 实 现 复杂 的 控制 算法 。 

监控 计算 机 应 具有 尽 可 能 完善 的 功能 和 较 高 的 可 靠 性 、 一 定 的 升级 能 力 、 简 单 的 运算 能 
力 、 与 其 他 系统 进行 通信 的 能 力 等 。 

2. 检测 生物 反应 过 程 参数 的 传感器 系统 ” 除 生 物 反应 器 的 主体 设备 以 外 ， 传 感 器 在 生 
物 反应 过 程 的 控制 过 程 中 起 着 重要 的 作用 。 每 个 传感器 均 需 要 与 之 配套 的 变 送 器 ， 用 于 将 传 
感 器 获得 的 信息 转换 成 明确 限定 的 输出 信号 ， 这 种 信号 是 与 发 酵 系 统 相 联系 的 。 有 时 可 将 传 
感 器 和 变 送 器 安装 在 同一 检测 设备 上 。 为 适应 自动 化 控制 的 要 求 ， 应 尽 可 能 使 用 各 种 适合 的 
传感器 来 进行 生物 反应 过 程 参数 的 检测 。 传 感 器 的 有 关内 容 已 经 在 7. 6. 2 小 节 作 了 详细 介 
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绍 ， 以 下 仪 简要 介绍 生物 反应 过 程 设备 中 用 于 检测 控制 的 变 送 器 、 执 行 机 构 及 变频 器 。 

1) 变 送 器 : 除了 用 做 检测 装置 以 外 ， 传 感 器 也 常用 做 特定 电路 (如 惠 斯 通电 桥 、 放 大 
器 等 ) 的 组 成 部 分 ， 从 而 将 电路 的 输出 信和 号 与 发 酵 系 统 联系 起 来 。 这 种 控制 仪器 被 称 为 变 
送 器 。 

传感器 的 信和 号 传递 分 为 两 种 情况 ， 即 敏感 元 件 到 变 送 器 的 信号 传递 和 变 送 器 到 二 次 仪表 
的 信号 传送 。 对 于 前 一 种 情况 ， 主 要 考虑 敏感 元 件 拾取 的 信号 在 传递 中 受 导 线 电阻 的 影响 ， 
比如 热 敏 电阻 较 大 ， 信 号 传递 的 距离 较 近 ， 导 线 电 阻 的 影响 可 以 忽略 不 计时 ， 用 二 线 式 传递 
即 可 ; 如 果 热 敏 电 阻 较 小 ， 信 号 传递 的 距离 较 远 ， 则 必须 考虑 导线 电阻 的 影响 ， 此 时 ， 须 采 
用 三 线 式 或 四 线 式 信 号 传递 方式 ， 以 消除 导线 电阻 的 影响 。 对 于 后 一 种 情况 ,传递 的 信号 可 
分 为 电流 信号 和 电压 信号 。 如 为 电压 信号 ， 除 了 传递 信号 的 两 根 线 以 外 ， 还 需要 两 根 电源 
线 ， 故 称 之 为 四 线 式 。 如 为 电流 信号 ， 只 要 两 根 导 线 就 够 了 ， 故 称 之 为 二 线 式 。 由 于 电压 信 
号 易 受 导线 电阻 和 干扰 信号 的 影响 ， 因 而 多 采用 电流 信号 传递 ， 即 二 线 式 传递 方式 。 

实际 应 用 过 程 中 可 将 变 送 器 看 成 是 一 种 黑箱 。 为 了 易于 在 发 酵 设 备 与 发 酵 系 统 间 进 行 灵 
活 的 连接 ， 推 荐 使 用 标准 输出 信号。 

(1) 连续 的 模拟 信号 和 周期 性 输出 信号 : 0 ~10V (直流 电 ) 或 0/4 ~20mA (直流 电 ) 。 
为 了 避免 接地 操作 带 来 问题 ， 这 种 输出 信号 须 能 够 进行 浮动 。 

(2) BCD 输出 信号 应 由 标准 的 RS-232 、RS-423 或 IEEE 488 接口 及 其 通信 协议 进行 
变 送 。 

2) 执行 机 构 : 它 是 发 酵 设 备 的 一 个 元 件 ， 能 够 改变 响应 于 控制 器 的 输出 信号 或 人 工 操 
作 的 监控 参数 的 值 。 此 处 ， 仍 推荐 使 用 标准 输出 信号 。 必 要 时 可 用 变频 器 将 这 些 信 和 号 转换 成 
执行 机 构 的 适用 信号 。 执 行 机 构 可 以 连续 运转 〈( 如 对 阀门 、 电 动机 或 泵 的 速度 进行 控制 ) ， 
或 者 间歇 式 运 转 ( 如 阀门 的 开 / 关 、 砂 的 开 / 关 ) 。 

3) 变频 器 : 它 将 传感器 的 输出 信号 转换 成 执行 机 构 适用 信号 的 一 种 转换 电路 。 传 感 器 
中 使 用 的 变频 器 主要 有 以 下 几 种 。 

(1) 电压 -电流 转换 电路 : 将 直流 1~5V 的 电压 信号 转换 成 以 电源 负 端 为 基准 的 直流 
4 ~20mA 电流 信和 号。 

(2) 电流 -电流 转换 电路 : 将 0 ~10mA 的 电流 转换 为 4~20mA 的 电流 ， 或 将 输入 的 直 
流 4~20mA 电流 信号 转换 为 直流 0 ~ 10mA 输出 。 

(3) 电荷 -电压 转换 电路 : 根据 操作 原理 ， 可 将 传感器 分 为 电压 变化 型 、 电 流 变 化 型 、 
及 介 于 两 者 间 的 中 间 型 。 其 原理 在 于 运转 过 程 中 有 电荷 产生 ， 电 荷 -电压 转换 电路 直接 将 电 
荷 变换 成 电压 信号 ， 方 便 了 信和 号 处 理 。 

(4) 电阻 -电压 转换 电路 : 将 电阻 信号 变换 成 电压 信号。 

(5) 电压 - 频率 转换 电路 : 将 电压 信号 变换 成 频率 信号 。 

(6) 电容 量 -脉冲 率 转换 电路 : 是 一 种 能 将 电容 量 形式 的 信号 变换 成 脉冲 率 形式 的 信 
号 的 变换 电路 。 

(7) 脉冲 率 -电压 转换 电路 : 当 传感器 远离 系统 主体 时 ， 传 感 器 输出 信和 号 需 进 行 长 距 
离 传递 ， 以 电压 、 电 流 等 表示 的 输出 信号 在 电缆 中 作 长 距离 传递 时 ， 会 受 电缆 自身 的 阻抗 、 
电容 、 绝 缘 性 等 引起 的 损失 和 外 部 噪声 干扰 的 影响 ， 以 数字 形式 进行 信号 传递 则 可 避免 这 些 
影响 ， 频 率 信号 即 为 一 种 数字 形式 的 信号 。 因 此 ， 用 脉冲 变 电 器 即 可 容易 地 进行 隔离 处 理 ， 
从 而 实现 信号 的 长 距离 传递 。 
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3. 生物 反应 过 程 中 重要 参数 的 控制 方法 与 技术 

1) 温度 控制 : 生物 反应 的 适宜 温度 范围 通常 较 小 ， 发 酵 过 程 常 需 将 生物 反应 器 的 温度 
控制 在 某 一 定 值 或 一 定 的 范围 内 : 对 于 小 型 发 酵 饶 温度 控制 系统 ， 采 用 以 发 酵 温 度 为 被 控制 
(被 调 ) 参数 ,冷却 水 流量 为 控制 (调节) 参数 的 简单 PID 单 回路 控制 方案 ;对 于 大 型 发 醇 
系统 ， 则 采用 发 酵 饶 温度 为 主 回 路 〈 主 参数 ) ， 以 冷却 水 系统 为 副 回 路 〈 副 参数 ) 的 串 级 控 
制 方案 。 

发 酵 饶 的 冷却 和 加 热 通 常 由 PI 或 PID 控制 器 进行 控制 。 当 发 酵 饶 的 容积 较 小 时 ， 可 采 
用 时 间 比 例 控制 器 进行 控制 。 在 充分 搅拌 的 条 件 下 ， 可 以 用 简单 的 开 / 关 控制 器 或 PID 控制 
器 对 温度 进行 控制 。 

实验 室 规模 的 发 酵 饶 常 应 用 简单 的 开关 控制 ，PI 或 PID 为 时 间 相 关 的 控制 ， 其 中 有 效 
的 加 热 或 冷却 时 间 由 控制 算法 来 调控 。 双 向 加 热 和 冷却 作用 可 对 小 型 发 酵 饶 实现 精细 的 控 
制 ， 可 将 温度 变化 控制 在 + 上 0.2% 范围 内 。 规 模 较 大 的 工厂 可 完全 采用 PID 控制 ， 需 要 使 用 
蒸汽 和 冷却 水 控制 阀 ， 当 然 须 避 免 同 时 加 热 和 冷却 。 万 一 控制 器 失灵 ， 须 关闭 蒸汽 阀 ， 同 时 
打开 冷却 水 阀 ， 以 使 反应 器 处 于 安全 状态 。 控 制 阀 装 有 旁 路 设备 ， 可 确保 最 初 的 加 热 或 灭 菌 
后 的 冷却 快速 进行 。 有 时 铅 中 搅拌 器 产生 的 热量 足以 对 发 酵 液 加 热 ， 这 种 情况 下 无 须 加 热 ， 
只 需 冷 却 即 可 实现 良好 的 控制 。 

在 实验 室 规 模 的 玻璃 发 酵 饶 中 ， 温 度 可 由 红外 灯 ( 加热) 和 冷却 蛇 形 管 (冷却 ) 来 控 
制 。 由 于 系统 对 红外 加 热 的 响应 较 快 ， 因 而 这 种 开 / 关 控制 器 的 控制 精度 通常 较 高 ， 但 在 冷 
却 过 程控 制 时 效果 不 好 。 冷 却 装 置 可 能 会 造成 零点 几 摄 氏 度 的 偏差 。 如 果 冷 却 水 系统 的 压力 
基本 恒定 (不 需要 前 馈 控 制 ) ， 而 冷却 蛇 形 管 的 冷却 能 力 未 超过 所 需要 水 平 ， 则 无 须 应 用 前 
馈 和 反馈 控制 系统 进行 调节 。 此 外 ， 小 型 玻璃 发 醇 钢 常用 控 温 方法 是 水 浴 调 节 ， 水 通过 热 交 
换 蛇 形 管 或 缸 外 安装 的 夹 套 装置 来 冷却 铅 体 。 有 时 用 安装 在 不 锈 钢 夹 套 内 的 加 热 器 来 调控 ， 
或 者 用 恒 速 流动 的 冷水 来 冷却 。 在 闭环 控制 系统 中 ， 用 于 热 交 换 的 流体 在 系统 中 快速 地 回 
流 ， 循 环 系统 的 温度 可 用 多 种 方式 进行 调控 。 

对 于 发 酵 甸 和 培养 基 的 灭 菌 ， 必 须 控 制 灭 菌 温 度 和 维持 时 间 。 由 于 饱和 蒜 汽 的 温度 与 压 
强 是 对 应 的 ， 因 而 可 通过 控制 钠 压 来 控制 温度 。 通 常 在 高 压 下 用 蒸汽 加 热 至 121 ~ 125% 的 
方法 来 进行 灭 菌 ， 可 以 通过 容器 中 的 蒸汽 量 或 蒸汽 压力 的 调节 来 对 灭 菌 的 温度 进行 控制 。 对 
于 实验 室 规模 发 酵 钠 ， 常 用 半导体 温度 计 或 水 银 触 点 温度 计 作为 温度 检测 和 控制 用 温度 计 。 
对 于 生产 规模 的 发 酵 钠 ， 常 用 铂 电阻 温度 计 和 半导体 温度 计 。 为 了 防止 染 菌 ， 所 用 温度 计 须 
能 够 耐 受 高 温 蒸 汽 灭 菌 ， 应 安装 在 可 与 发 酵 液 相 接触 的 位 置 。 

2) pH 控制 : pH 是 微生物 生长 的 一 个 重要 环境 参数 ， 生 物 反应 器 内 最 适 pH 的 范围 通 
常 很 小 ， 因 而 发 酵 过 程 中 须 对 pH 进行 严格 的 控制 。 例 如 ， 在 氨基 酸 发 酵 过 程 中 ， 糖 类 经 历 
许多 酶 促 反 应 而 转化 为 氨基 酸 。 在 这 一 系列 的 酶 促 反 应 过 程 中 ,起 主导 作用 的 酶 的 最 适 pH 
会 对 总 体 反 应 速率 起 着 限制 性 作用 ， 因 而 通过 控制 pH 可 以 获得 良好 的 效果 。 

工业 生产 中 ， 若 发 酵 液 的 pH 偏 低 ， 可 以 加 氨水 使 其 pH 回升 ; 若 pH 偏 高 ， 在 发 醇 前 期 
可 通过 适当 增加 糖 的 补 加 量 来 调整 。pH 控制 中 ， 必 须 严 格 控 制 氨水 的 加 入 量 ， 绝 对 不 能 过 
量 。pH 控制 中 常用 开关 阀 ， 相 应 控制 方式 采用 改变 开关 阀 的 开关 频率 和 开关 脉冲 宽度 来 调 
节 氨 水 的 加 入 量 。 

某 些 发 酵 过 程 的 pH 很 难 控制 ， 主 要 原因 如 下 : 首先 ， 发 酵 过 程 中 发 酵 液 对 酸 或 碱 的 添 
加 的 响应 是 变化 的 ; 其 次 ，pH 值 是 发 酵 液 中 H: 浓度 的 非 线 性 函数 (pH = -lg [H*])。 通 
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常 ， 微 生物 细胞 在 代谢 酸性 或 碱 性 基质 过 程 中 ,会 产生 酸性 或 碱 性 的 代谢 产物 或 副 产 物 ， 从 
而 导致 发 酵 液 pH 的 改变 。 因 此 ， 必 须 在 发 酵 过 程 中 根据 实际 需要 ， 向 发 酵 液 中 加 入 适量 的 
酸 或 碱 以 维持 一 定 的 pH。 

在 某 些 发 酵 生 产 中 ， 添 加 酸 或 碱 性 中 和 剂 也 起 到 补充 营养 的 作用 ， 例 如 谷 氮 酸 发 酵 ， 常 
需 流 加 氨水 或 通 和 人 氮气， 可 同时 起 到 维持 一 定 的 pH 和 补充 氮 源 的 双重 作用 。 此 外 ， 发 酵 液 
pH 的 变化 是 反映 生物 细胞 生理 状态 的 重要 信息 ， 有 时 可 根据 pH 的 改变 进行 基质 的 自动 流 
加 控制 。 对 于 许多 发 酵 过 程 ， 引 起 发 酵 液 pH 变化 的 原因 是 作为 氮 源 的 NH; 浓度 的 改变 。 
因此 ， 可 由 pH 的 改变 推测 微生物 细胞 的 活性 状态 和 基质 浓度 范围 ， 从 而 决定 氮 源 及 碳 源 等 
的 添加 策略 。 在 实际 生产 中 ， 常 用 成 分 复杂 的 糖蜜 及 豆粕 等 廉价 、 复 合 的 碳 源 、 氮 源 等 。 发 
酵 过 程 中 ， 氮 源 被 不 断 地 消耗 ， 同 时 生成 醋酸 等 有 机 酸 ， 使 发 酵 液 的 pH 下 降 ， 若 用 氨水 作 
碱 性 中 和 剂 ， 则 NH 的 消耗 成 分 自动 补充 。 当 发 酵 液 碳 源 耗 尽 时 ， 微 生物 细胞 依靠 有 机 酸 
或 分 解 胞 内 储存 物质 而 维持 生命 ， 从 而 使 细胞 内 的 氮 成 分 过 剩 而 向 培养 液 中 排泄 NH* 。 此 
时 车 添加 碳 源 ， 则 使 pH 再 次 下 降 。 这 种 流 加 方法 对 次 级 代谢 产物 的 生产 是 有 效 的 。 如 用 放 
线 菌 发 酵 生产 硫 链 丝 菌 肽 时 ， 使 用 糖 密 和 脱脂 大 豆 粉 作 原料 进行 发 酵 ， 就 利用 上 述 的 pH 调 
控 方法 而 提高 产量 。 

pH 控制 实际 上 是 靠 控制 酸 碱 的 供给 脉冲 来 实现 的 。 控 制 操作 过 程 如 下 : 当 pH 的 检测 
值 大 于 设 定 值 时 ， 将 酸 加 入 反应 器 ; 当 检测 值 小 于 设 定 值 时 ， 则 加 入 碱 。 这 种 当 pH 在 设 定 
值 两 侧 时 的 加 酸 或 加 碱 操作 ， 导 致 一 种 双边 不 连续 的 对 酸 或 碱 进 料 的 校正 。P、PI 或 PID 控 
制 可 用 于 调整 频率 、 脉 冲 宽度 和 校正 速度 。 

小 型 发 酵 饶 中 常 使 用 开关 酸 碱 汞 ， 即 简单 的 开关 控制 器 。 在 中 试 规模 ， 最 好 应 用 双向 时 
间 比 例 PI 控制 。 有 时 使 用 参数 死 区 (dead band) PI 控制 器 ,使 发 酵 钢 的 pH 可 在 上 限 值 和 
下 限 值 间 作 小 幅度 漂移 ， 而 不 启动 控制 器 的 控制 作用 ， 酸 或 碱 的 控制 仅 在 死 区 之 外 进行 。 死 
区 的 宽度 可 根据 过 程 需要 进行 调整 。 开 关 控 制 器 不 能 适应 发 酵 液 缓冲 能 力 的 变化 ， 因 而 不 能 
用 于 缓冲 能 力 有 明显 变化 的 发 酵 过 程 。 考 虑 到 积分 作用 ， 这 种 情况 下 用 PI 控制 器 较 好 。 据 
报道 双向 控制 作用 消耗 试剂 最 少 ， 这 一 控制 基于 时 间 比 例 关 系 原理 。 在 中 试 工厂 ， 可 获得 
+0.03pH 的 控制 ， 化 学 物质 的 添加 通常 由 恒 速 蠕动 泵 实现 ;为 实现 精细 控制 ， 也 常 使 用 变 
速 泵 。 大 型 生物 反应 器 的 控制 ， 常 使 用 控制 阀 来 调节 反应 物 从 加 压 供 应 铅 进 入 反应 器 的 流 
速 。 图 7-19 为 中 试 规模 发 酵 饶 的 pH 控制 简 图 。 


ke -Ou 


pH 调整 点 
7-19 “发酵 缸 的 pH 控制 简 图 
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近年 来 研究 人 员 还 开发 了 自 适应 pH 控制 器 。 这 类 控制 器 利用 一 个 模型 及 pH 对 添加 酸 
或 碱 的 响应 对 pH 进行 自 适应 控制 。 大 多 数 pH 控制 器 利用 死 区 来 避免 酸 和 碱 的 连续 添加 。 

在 发 酵 过 程 中 ，pH 的 检测 控制 采用 可 耐 受 高 压 蒸汽 灭 菌 的 pH 电极 。 这 种 电极 是 一 种 
可 置 于 发 醇 饶 内 原 位 加 热 灭 菌 的 传感器 。 将 pH 电极 与 一 滴定 器 相连 ， 就 可 以 实现 模拟 控 
制 ， 当 发 酵 液 的 pH 偏离 设 定 值 时 ， 滴 定 器 就 启动 送料 和 泵 以 送 入 酸 或 碱 进行 调控 。 当 然 ， 应 
用 计算 机 直接 数字 控制 则 更 准确 。 

3) 溶 氧 控制 : 不 同 的 生物 反应 对 氧 的 需求 不 同 ， 反 应 溶液 中 溶 氧 浓度 对 细胞 生长 和 产 
物 生 成 具有 重要 影响 ， 有 时 甚至 会 起 主导 作用 。 从 节能 和 经 济 角 度 考虑 ， 也 必须 把 发 酵 液 的 
溶 氧 浓度 控制 在 某 一 适宜 的 范围 内 。 影 响 溶 氧 的 主要 因素 有 供给 的 空气 量 、 搅 拌 桨 转速 和 发 
醇 饶 压力 。 多 通过 调节 供给 空气 量 来 控制 深 氧 浓度 。 

发 酵 过 程 中 钠 内 的 溶 氧 浓度 由 细胞 的 耗 氧 速率 与 气相 对 细胞 的 供 氧 速率 之 间 的 平衡 确 
定 。 可 由 下 式 表示 : 

反应 器 液体 中 0, 积累 速率 = 从 空气 到 液体 的 0, 传递 速率 - 细胞 耗 氧 速率 

即 : 
dcr 
de 
式 中 : Vi 为 液体 体积 (mi ) ; ci 为 液体 中 溶 氧 浓度 (kg. m”); dei/di 为 溶 氧 浓度 随时 间 
的 变化 率 (kg . m 一 .s …); kia 为 总 传 质 系数 (s-…) ; c* 为 气相 溶 氧 浓度 相 平衡 的 液 相 溶 
氧 浓度 (kg . m 习 ) ; r 为 细胞 耗 氧 速率 (kg (0,) .ms )。 

由 于 0, 的 溶解 度 一 般 很 小 ， 与 耗 氧 项 和 传递 项 相 比 ， 氧 的 积累 项 通常 很 小 。 因 此 , 合 
理 的 溶 氧 控制 取决 于 上 述 两 项 的 精确 平衡 ， 因 为 两 项 的 差 值 的 微小 变化 就 会 引起 ci 较 大 的 
波动 。 由 于 发 酵 过 程 中 细胞 生长 速率 和 耗 氧 速率 变动 很 大 ， 氧 的 传递 速率 需 做 相应 调整 ， 才 
能 保证 适宜 的 溶 氧 浓度 。 

用 以 改变 氧 传递 速率 的 方式 通常 有 4 种 : 中 改变 搅拌 速度 ;，@ 改 变 空气 流速 ; @ 改 变 供 
气 中 的 0, 含量 ; 中 改 变 发 酵 的 总 压力 。 提 高 搅拌 强度 可 以 提高 清流 程度 ， 从 而 强化 质量 传 
递 速率 。 这 种 方法 可 提高 传 质 系 数 ， 并 通过 形成 小 气泡 而 增 大 传 质 界面 面积 。 这 些 气泡 具有 
较 大 的 比 表 面积 ， 由 于 小 气泡 上 升 速度 较 慢 ， 总 气 持 (hold-up) 体积 增 大 ， 总 的 传 质 界面 
面积 也 增 大 。 增 大 空气 流速 对 传 质 系 数 和 传 质 面积 的 影响 没有 提高 搅拌 强度 的 作用 明显 ， 但 
可 提供 更 大 的 传 质 驱 动力 。 这 是 因为 气相 中 的 0, 未 全 部 消耗 ， 使 得 平衡 溶 氧 浓度 C* 接近 于 
正常 空气 的 水 平 。 通 过 直接 添加 0, 来 增加 空气 中 的 0, 含量 ,或 者 增加 操作 的 总 压 具 有 类 似 
的 效果 ， 两 种 方法 均 是 靠 提高 气相 中 的 0, 浓度 来 影响 C* 而 增加 有 效 浓 度 差 。 实践 中 通常 采 
用 二 者 结合 的 方法 进行 操作 ， 因 为 如 果 仅 靠 调节 空气 流速 进行 溶 氧 控制 ,不 足以 在 整个 发 酵 
过 程 中 将 耗 氧 控制 在 一 个 较 大 的 范围 之 内 。 

有 一 种 解决 方案 是 ， 用 3 个 控制 阀 分 别 控 制 空 气 、N, 和 0; ， 在 细胞 开始 生长 及 随后 组 
慢 生 长 、 耗 氧 量 较 小 的 时 期 ， 可 向 恒定 的 空气 流 中 加 入 N, 控制 流 ， 通 过 降低 0, 浓度 来 减 小 
氧 传递 速率 ; 当 细 胞 的 生长 速率 较 高 时 ， 仅 对 空气 流速 进行 简单 调节 即 可 实现 控制 ， 当 细胞 
的 生长 速率 极 高 时 ， 通 过 调节 和 氧气 流 ， 并 使 其 与 固定 流速 的 空气 流 相 混合 来 进行 控制 。 在 受 
控 条 件 下 ， 洲 氧 探头 将 信和 号 传递 给 放大 器 ， 经 其 处 理 后 再 传递 给 三 种 气体 控制 器 。 控 制 器 采 
用 各 自 的 PID 算法 对 每 一 气体 控制 阀 的 开 孔 数量 分 别 进行 控制 ， 从 而 对 每 种 进入 发 酵 饶 的 气 
体 流 率 实现 控制 。 


Vi = kialc” -cilV -rv (7-35) 
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在 实际 生产 中 ， 将 空气 流 和 搅拌 速度 相 结合 是 普遍 应 用 的 一 种 控制 方法 。 控 制 器 首先 调 
节 搅 拌 速度 ， 以 满足 体系 对 溶 氧 的 要 求 。 当 搅拌 转速 达到 最 大 值 后 ， 控 制 咒 开始 提高 气流 速 
率 。 组 合 控制 通常 采用 级 联 控 制 ， 使 控制 器 的 输出 信号 可 用 于 调节 搅拌 器 速度 控制 器 或 气流 
速度 控制 器 的 调整 点 。 为 了 尽 可 能 灵活 ， 理 想 的 控制 器 应 当 能 在 恒定 搅拌 速度 下 调节 气流 
速率 。 

用 于 研究 目的 时 ， 一般 需 要 在 维持 其 他 条 件 恒 定 的 情况 下 改变 溶 氧 浓度 ， 从 而 研究 溶 氧 
浓度 对 发 酵 过 程 的 影响 规律 。 但 是 ， 这 通常 很 难 实现 ， 因 为 调节 搅拌 速度 或 控制 气流 速率 
时 ， 也 会 改变 气泡 的 大 小 分 布 、 气 持 体 积 、 汕 动 水 平 及 细胞 的 剪 切 程度 。 解 决 上 述 问 题 的 一 
种 方法 就 是 使 用 级 联 控制 系统 ， 可 在 气流 中 提供 额外 的 氧气 以 获得 有 效 的 溶 氧 控制 ， 同 时 向 
系统 中 补充 氧气 ， 从 而 保持 总 气流 的 恒定 。 通 过 这 种 控制 方法 ， 可 以 将 生物 反应 器 的 流体 动 
力学 条 件 维持 在 适当 的 恒定 条 件 下 。 

在 实际 生产 中 ， 在 经 过 灭 菌 以 后 ， 由 于 溶 氧 探头 耐用 性 和 重 现 性 会 受到 影响 ,一 般 很 难 
对 溶 氧 浓度 进行 控制 ,原因 是 流体 混合 的 不 均匀 性 及 发 酵 液 的 流 变 学 性 质 的 改变 会 导致 反 应 
器 内 局 部 发 生 和 氧气 耗 尽 。 男 一 问题 是 ， 由 于 电极 内 需要 有 足够 机 械 强 度 且 能 耐 受 灭 菌 的 膜 ， 
可 灭 菌 电极 的 响应 速度 相对 较 慢 。 这 会 导致 检测 量 明显 滞后 于 反应 器 的 实际 值 ， 从 而 有 可 能 
导致 在 瞬 变 条 件 下 ， 细 胞 实际 上 已 遭受 氧 饥饿 ， 而 电极 却 仍 显示 其 有 足够 的 氧气 。 

当 细 胞 浓度 较 低 时 ( 如 发 酵 初 期 ) ， 其 需 氧 量 较 低 ， 故 溶 氧 速率 相应 较 小 ， 较 低 的 搅拌 
速度 和 通气 强度 即 可 满足 需要 。 对 于 好 和 氧 性 微生物 发 醉 ， 在 消耗 糖 等 碳 源 的 同时 也 要 消耗 溶 
氧 。 在 间 欧 发 酵 中 ， 随 着 微生物 细胞 的 生长 繁殖 与 代谢 产物 生成 ， 碳 源 浓度 逐渐 下 降 ， 当 碳 
源 被 耗 尽 时 ， 系 统 的 耗 氧 速率 降低 ， 溶 氧 浓 度 就 会 急速 上 升 。 此 时 ， 若 及 时 补充 碳 源 ， 可 使 
溶 氧 恢复 正常 水 平 。 因 此 ， 可 通过 深 氧 的 检测 控制 来 调节 碳 源 的 流 加 ， 碳 源 可 以 是 葡萄 糖 ， 


也 可 以 是 其 他 糖 类 。 但 此 法 有 一 缺陷 ， 就 是 必须 在 发 酵 过 程 中 


让 碳 源 耗 尽 时 溶 氧 才能 急速 上 升 ， 这 样 就 会 使 细胞 无 法 在 最 佳 
的 环境 下 生长 与 代谢 。 为 此 ， 有 人 提出 了 将 指数 流 加 法 与 定期 
让 碳 源 耗 尽 措施 相 结 合 的 工艺 ， 以 使 碳 源 浓度 降低 至 零 的 频率 
大 为 下 降 ， 从 而 有 利于 发 醇 过 程 的 进行 。 另外， 应 用 此 结合 法 ， 
还 可 克服 指数 流 加 法 有 时 会 造成 碳 源 过 量 流 加 的 缺点 。 上 述 两 
种 控制 方法 中 发 酵 过 程 的 碳 源 基质 和 溶 氧 的 变化 如 图 7-20 和 
图 721 所 示 。 实 际 上 ， 溶 氧 控制 可 通过 调节 通风 量 、 搅 拌 速度 


溶 氧 浓度 


基质 浓度 


发 酵 时 间 
来 实现 。 当 然 ， 当 微生物 细胞 密度 较 高 时 ， 由 于 其 呼吸 和 代谢 IE 
的 需 氧 量 较 大 ， 常 使 培养 液 的 溶 氧 浓度 几乎 为 零 。 若 发 现 供 氧 。 进行 的 间歇 流 加 控制 过 各 


速率 无 法 满足 需 氧 量 时 ， 可 考虑 优化 发 酵 饶 的 设计 或 应 用 溶 氧 
速率 更 高 的 反应 器 类 型 ， 或 用 富 氧 空气 代替 普通 空气 。 

控制 深 氧 不 仅 是 为 了 研究 其 对 发 酵 过 程 的 影响 ， 更 是 为 了 尽量 提高 发 酵 的 产 率 。 图 7-22 
为 溶 氧 的 级 联 控制 示意 图 。 溶 氧 控 制 可 通过 控制 发 酵 继 的 4 种 参数 来 实现 ， 即 气流 、 压 力 、 
搅拌 速度 及 氧气 /惰性 气体 混合 。 其 中 任 一 参数 的 控制 均 可 由 常规 的 PID 控制 实现 。 当 然 ， 
某 些 发 酵 过 程 中 细胞 生长 速率 和 ia 的 快速 变化 会 给 控制 带 来 一 些 困难 。 可 将 相关 控制 方法 
结合 起 来 使 用 ， 以 便 计 算 机 控制 。 可 以 编写 程序 来 协调 使 用 各 种 方法 ， 将 参数 限定 在 设备 的 
允许 值 内 ， 补 偿 溶 氧 张力 对 搅拌 速度 的 非 线 性 响应 ， 并 且 在 发 酵 过 程 中 运行 预 置 的 溶 氧 张力 
曲线 。 
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图 7-21 基于 溶 氧 浓 度 变 化 的 指数 流 加 联合 间歇 流 加 控制 过 程 


4) 气流 控制 如果 发 酵 钠 需 进行 尾气 分 
析 ， 就 需要 对 气流 进行 精确 的 检测 及 控制 。 在 
计算 微生物 特定 的 氧气 摄 入 量 和 CO, 排放 量 时 ， 从 属 控制 器 | 测量 带 度 | | 
要 用 到 该 气流 值 。 气 流通 常用 连接 在 玻璃 管 式 


"| 电动 机 


流量 计 (转子 流量 计 ) 上 的 针 形 阀 来 进行 手动 
调节 。 这 种 情况 下 ， 可 以 通过 改变 阀 两 侧 的 差 ”调整 点 党 所 
压 和 温度 来 改变 气流 。 也 可 购买 一 种 流速 调节 = NH 
器 以 获得 较为 恒定 的 气流 。 调整 点 

气流 控制 最 好 应 用 自动 控制 (反馈 回路 ) ， Oe 


但 对 于 小 型 发 酵 饶 ， 自 动 控制 较为 昂贵 ， 但 如 

果 需 要 实现 精确 控制 ， 必 须 应 用 自动 控制 。 该 装置 的 电子 输出 信号 需要 进行 数据 记录 。 为 小 
型 发 酵 饶 提供 气流 的 电子 输出 信号 的 控制 装置 ， 需 进行 经 常 性 的 仔细 校准 。 热 质量 流 控制 器 
常用 于 小 型 发 酵 饶 的 气流 控制 。 

5) 压力 控制 : 发 酵 缸 操作 压力 的 变化 会 引起 发 酵 液 中 氧 分 压 的 改变 ， 即 影响 深 氧 浓度 
的 变化 。 通 常 通过 调节 尾气 量 来 控制 发 酵 缸 压力 。 一 般 采 用 简单 的 单 回路 PID 控制 方法 。 出 
于 安全 考虑 ， 可 加 压 的 发 酵 负 必须 安装 机 械 压 力 表 。 如 果 需 要 压力 的 电子 和 输出， 通常 需要 腊 
片 式 应 变 计 和 变 送 器 ， 它 们 对 于 小 型 发 酵 饶 是 可 午 的 ， 但 比较 昂贵 。 手 动 针 形 阀 可 用 于 发 酝 
饶 出 口 ， 以 保持 发 酵 饶 的 反 压 力 。 为 了 保持 压力 恒定 ， 需 要 经 常 对 针 形 阁 进行 调节 。 压 力 调 
节 需 可 以 提供 更 为 恒定 的 反 压 力 ， 但 发 酵 饶 上 的 调节 器 容易 堵塞 ， 不 利于 卫生 设计 。 最 好 采 
用 一 个 由 压力 变 送 器 、PID 控制 颖 、 把 出 口 管 上 的 气动 式 气流 控制 阀 组 成 的 控制 回路 。 

6) 搅拌 控制 : 要 对 搅拌 器 的 搅拌 速度 进行 可 靠 且 精确 的 控制 并 不 容易 。 通 常 ， 市 售 的 
发 酵 饶 的 电动 机 通常 安装 模拟 转速 计 ， 但 它 只 能 对 转速 进行 近似 控制 。 精 确 的 方法 是 采用 控 
制 回 路 进行 控制 ， 控 制 回 路 具有 一 个 读 取 发 酵 饶 轴 转 速 的 频率 传感器 和 电动 机 驱动 的 反馈 控 
制 装置 。 小 型 直流 电机 便宜 且 易 于 实现 控制 ， 但 在 连续 使 用 中 不 够 可 靠 。 可 以 采用 交流 速度 
控制 器 和 电动 机 ， 经 济 而 有 效 。 如 前 所 述 ， 调 节 搅 拌 器 速度 是 控制 发 酵 饶 中 浴 氧 张力 最 简单 
的 方法 。 为 此 ， 电 动机 速度 控制 器 上 具有 调整 点 输入 接口 是 很 重要 的 ， 这 有 时 被 称 做 外 部 或 
远程 调整 点 控制 ， 这 一 输入 可 由 浴 氧 控制 器 的 输出 进行 设 定 。 

7) 发 酵 液 容 积 控制 : 测量 发 酵 缸 中 发 醇 液 的 体积 只 是 对 其 实际 量 的 粗略 测量 ， 因 为 发 
酵 液 中 滞留 有 变化 或 恒定 量 的 空气 。 更 为 准确 的 方法 是 测量 发 酵 液 的 质量 ， 可 以 由 测 得 的 发 
酵 液 的 项 压 头 推算 ， 或 直接 将 钒 置 于 称 重 传感器 上 ， 这 种 方法 最 为 精确 。 
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在 补 料 分 批 或 连续 操作 过 程 中 ， 控 制 发 酵 缸 中 发 酵 液 含量 是 必要 的 。 尽 管 存 在 问题 ， 仍 
常用 控制 体积 的 方法 ， 例 如 在 发 酵 液 表 面 设置 导 流 卉 或 虹吸 管 可 实现 这 一 控制 。 如 果 饶 置 于 
称 重 传感器 上 ， 那 么 质量 就 是 能 开关 发 酵 液 排出 泵 或 排水 阀 的 控制 器 的 输入 信号 。 如 果 进 料 
流速 很 慢 ， 可 以 手动 控制 发 酵 液 的 排出 ， 这 常用 于 一 些 次 级 代谢 产物 的 发 酵 过 程 。 

8) 进 料 控制 : 发 酵 缸 进 料 的 检测 和 控制 是 重要 的 ， 但 一 般 较 难 实现 。 由 于 很 少 进行 固 
体 的 无 菌 添 加 ， 此 处 仅 考虑 液体 进 料 。 如 果 进 料 泵 用 于 添加 液体 ， 则 需要 对 泵 进行 校准 ， 以 
便 准 确 测定 进 料 流速 。 对 于 小 型 无 菌 进 料 泵 ， 其 校准 和 流速 的 设置 均 不 够 精确 ， 发 酵 过 程 中 
常 发 生 校准 漂移 的 现象 。 为 了 精确 测量 进 料 速度 ， 应 从 可 称 重 的 储 饶 中 泵 取 进 料 来 进行 测 
定 ， 质 量 需要 进行 非常 精确 的 测量 。 储 饶 进 料 的 质量 可 用 于 反馈 控制 回路 ， 以 调节 和 泵 的 进 料 
速率 ， 从 而 准确 地 提供 所 需 量 的 进 料 ， 计 算 机 程序 控制 可 完成 这 一 工作 。 

一 般 使 用 蠕动 泵 将 液体 和 泵 送 到 实验 室 规模 生物 反应 器 中 。 可 使 用 开 环 控制 器 来 控制 液 
流 ， 将 和 泵 的 速度 手动 调节 到 所 需 液 流 的 设 定 值 。 通 过 事先 的 校准 步 又， 液体 流速 与 泵 速度 呈 
函数 关系 。 为 了 达到 质量 平衡 ， 可 在 实验 前 后 对 给 料 钢 进 行 称 重 。 然 而 ， 即 使 是 在 一 些 简单 
的 应 用 中 ， 进 料 率 也 经 常会 出 现 反 常 。 对 于 程序 进 料 ( 如 时 间 关 系 曲线 ) ， 在 充足 的 时 间 间 
隔 内 测定 液体 的 流速 并 调节 其 调整 点 是 非常 重要 的 。 有 人 发 明了 一 种 流量 控制 器 ， 它 用 分 析 
天 平 作 为 流量 检测 器 。 从 一 个 大 贮 饶 不 断 地 向 给 料 负 中 填 装 料 液 。 流 量 可 由 PI 控制 器 等 进 
行 控制 ， 但 是 需要 减 去 两 个 离散 的 值 才 能 对 流量 加 以 确定 。 取 样 频率 的 不 同 及 流量 的 变化 可 
能 会 超出 可 以 接受 的 程度 。 这 一 问题 可 由 自 适应 控制 算法 解决 。 

发 酵 生产 中 最 常用 的 基质 是 糖 ， 例 如 在 氨基 酸 发 酵 过 程 中 ， 若 初期 的 糖 浓度 过 高 ， 则 菌 
体 生 长 缓慢 ， 所 以 必须 检测 控制 基质 糖 的 浓度 。 为 了 使 发 酵 过 程 中 维持 一 定 的 糖 浓度 ， 常 用 
反馈 控制 糖 添加 的 方法 ， 从 而 达到 控制 发 酵 过 程 基质 浓度 的 目的 。 虽 然 检测 糖 浓 度 的 传感器 
一 般 不 能 进行 蒸汽 加 热 灭 菌 ， 但 可 使 用 无 菌 取样 系统 与 高 效 液 相 层 析 仪 (HPLC) 连接 ， 从 
而 在 线 测定 糖 等 基质 的 浓度 。 对 于 挥发 性 基质 如 乙醇 等 ， 可 用 微 孔 硅胶 管 连接 气相 色谱 仪 进 
行 在 线 检 测 。 测 定 基 质 浓 度 有 利于 实现 发 酵 过 程 的 反馈 控制 和 优化 控制 。 

发 酵 工 艺 技术 人 员 与 自动 控制 人 员 一 起 共同 研究 ， 试 图 找 出 好 的 补 料 方法 和 策略 。 如 基 
于 尾气 C0, 的 释放 率 、 化 学 元 素平 衡 法 来 调整 补 料 量 ， 或 用 控制 呼吸 商 的 方法 来 控制 补 料 ， 
但 如 何 控制 好 中 间 补 料 仍 有 待 进 一 步 研究 。 

9) 泡沫 控制 : 为 控制 发 酵 过 程 (尤其 是 通气 发 酵 ) 中 的 泡沫 ， 常 使 用 化 学 消 泡 剂 和 机 械 
消 泡 器 。 常 用 的 消 泡 剂 有 天 然 油 脂 、 聚 醚 类 ( 泡 敌 的 主要 成 分 ) 、 高 级 醇和 硅 酮 等 。 对 于 泡沫 
不 多 是 不 难 消除 的 场合 如 乙醇 发 酵 等 ， 可 使 用 消 泡 剂 除 泡 而 无 须 机 械 泡 沫 破碎 装置 。 但 对 于 泡 
沫 多 且 较 难 消 除 的 发 酵 过 程 ， 则 应 将 消 泡 剂 与 机 械 消 泡 器 结合 使 用 。 同 时 应 根据 发 酵 液 的 性 
质 ， 通 过 试验 确定 化 学 消 泡 剂 的 种 类 和 用 量 。 当 然 ， 机 械 除 泡 也 需 根据 发 酵 饶 的 类 型 和 发 酵 液 
泡沫 特点 来 确定 其 选 型 及 相应 的 设计 。 发 酵 工 业 生产 中 常 采用 双 位 式 控制 方法 ， 当 发 酵 液 液 面 
达到 一 定 高 度 时 ， 自 动 打开 控制 消 泡 剂 的 阀门 ; 而 当 液 面 降 回 到 正常 时 ， 自 动 关闭 阀门 。 


7.7 ”生物 反应 器 的 放大 


生物 反应 器 的 放大 指 将 实验 室 研究 设备 中 的 优化 培养 或 发 酵 结果 转移 到 工业 规模 的 生物 
反应 器 中 加 以 重 现 的 技术 。 生 物 反 应 器 的 放大 是 生物 技术 开发 过 程 中 的 重要 组 成 部 分 ， 也 是 
生物 技术 成 果实 现 产 业 化 的 关键 之 一 。 
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生物 反应 器 放大 过 程 涉及 培养 -发 酵 环境 与 细胞 形态 学 、 细 胞 生理 学 和 过 程 动力 学 之 间 
的 关系 。 培 养 - 发 酵 环 境 又 与 生物 反应 器 中 的 流体 力学 性 质 、 传 递 现象 (热量 和 质量 传递 ) 
和 培养 - 发 酵 液 的 理化 性 质 有 密切 关系 。 由 于 细胞 的 种 类 不 同 ， 其 形态 与 生理 特性 差异 很 
大 ， 致 使 培养 - 发 酵 液 的 理化 性 质 相 当 复杂 ， 常 随时 间 变 化 ,加 上 培养 - 发 酵 过 程 中 以 活 细 
胞 作为 生物 催化 剂 。 而 活 细胞 的 代谢 途径 以 及 遗传 特性 对 环境 的 影响 十 分 敏感 ， 这 样 ， 生 物 
反应 器 的 优化 实质 上 是 环境 的 优化 ， 生 物 反 应 器 放大 的 关键 在 于 能 把 实验 室 反应 器 的 优化 环 
境 成 功 地 转移 到 工业 反应 器 中 。 

目前 ， 生 物 反应 器 的 放大 既 有 费时 、 费 钱 的 逐 级 经 验 放 大 法 ， 也 有 理论 方法 ， 既 有 不 少 
成 功 的 实例 ， 也 有 较 多 失败 的 教训 : 中国 维生素 C 的 两 步 发 酵 过 程 正在 使 用 单 台 容 量 为 200 ~ 
300m 的 气 升 式 反 应 器 ， 国 外 生产 乙酸 的 塔 式 反 应 器 的 单 台 容 量 已 达到 1000m ， 酵 母 单 细 
胞 蛋白 的 单 台 塔 式 反应 器 容量 达到 2000m ; 动 、 植 物 细胞 的 产业 化 仍然 面临 反应 器 放大 问 
题 ， 对 有 些 工 程 菌 的 高 密度 培养 ， 生 物 反 应 器 的 传 质 与 混合 性 能 并 不 能 很 好 地 达到 要 求 。 生 
物 反应 器 的 开发 正在 向 大 容量 和 自动 化 方向 发 展 ， 而 这 对 反应 器 的 放大 方法 和 基础 理论 研究 
提出 了 更 高 的 要 求 。 


7.7.1 放大 对 细胞 代谢 的 影响 


在 小 型 实验 室 发 酵 炙 (如 5 ~20L 发 酵 负 ) 进行 发 酵 过 程 研究 时 ， 通 常 可 以 认为 发 酵 液 
得 到 充分 的 混合 ， 营 养 物质 (包括 溶 氧 )、 菌 体 及 代谢 产物 是 均匀 分 布 的 ， 它 们 的 浓度 在 各 
处 都 相同 。 然 而 在 搅拌 不 很 剧烈 、 混 合 不 太 充分 的 情况 下 ， 即 使 在 小 型 发 酵 缸 中 也 会 存在 物 
质 浓 度 的 差异 。 例 如 研究 人 员 研 究 了 搅拌 转速 为 200r. min ”的 2L 发 酵 钠 中 模拟 发 酵 液 混 合 
的 均匀 程度 。 在 发 酵 饶 中 加 入 碱 性 磷酸 酯 酶 和 底 物 对 硝 基 葵 酚 磷酸 酯 ， 通 过 测定 模拟 发 酵 液 
的 光 密度 变化 ， 即 可 确定 碱 性 磷酸 酯 酶 活力 。 当 pH 分 别 调节 为 4.75 或 4 00 时 ， 酶 活力 都 
很 低 ， 如 果 在 发 酵 液 中 插入 一 对 铂 电 极 并 加 上 5V 直流 电压 ， 由 于 电解 作用 ， 在 一 个 电极 附 
近 会 产生 酸 ， 使 局 部 pH 下 降 ， 而 另 一 电极 附近 产生 碱 使 局 部 pH 上 升 ， 但 不 引起 整个 模拟 
发 酵 液 pH 的 变化 。 这 样 通过 电解 作用 局 部 改变 模拟 发 酵 液 pH 时 ， 碱 性 磷酸 酯 酶 的 活力 明 
显 提高 ， 显 示 了 局 部 发 酵 液 pH 升 高 的 影响 ， 不 过 在 此 系统 中 培养 酿酒 酵母 时 ， 对 酵母 的 生 
长 并 没有 明显 影响 。 

在 小 型 发 酵 负 中 进行 补 料 分 批发 酵 ， 如 果 搅 拌 转速 过 低 或 补 入 的 料 液 较 浓 ， 也 很 容易 发 
生 料 液 混合 不 均匀 的 情况 ， 进 而 引起 微生物 代谢 的 变化 。 在 5L 发 酵 饶 中 进行 基因 工程 菌 
W3110 发 酵 时 ,搅拌 转速 和 流 加 的 葡萄 糖 浓 度 对 菌 体 生长 与 乙酸 合成 有 重要 影响 。 在 搅拌 
较 差 或 流 加 葡萄 糖 浓 度 较 高 的 情况 下 ， 都 有 较 多 乙酸 产生 ， 同 时 菌 体 的 生长 也 较 差 。 这 是 由 
于 加 入 的 葡萄 糖 不 能 迅速 混 匀 ， 在 葡萄 糖 进入 发 酵 液 的 区 域 具有 较 高 浓度 ， 大 肠 杆 菌 对 局 部 
区 域 的 高 浓度 葡萄 糖 迅速 反应 产生 乙酸 ， 从 而 造成 乙酸 积累 和 大 肠 杆菌 生长 变 差 。 可 以 预 
料 ， 这 样 的 过 程 在 放大 时 ， 对 混合 的 要 求 将 是 非常 高 

随 着 发 醇 翁 规模 的 扩大 ， 发 酵 负 中 物质 的 分 布 很 可 能 是 不 均匀 的 ， 从 而 引起 发 醇 最 终结 
果 的 差异 。 例 如 ,研究 人 员 发 现在 10L 发 酵 缸 中 以 补 料 方式 分 批发 酵 的 方法 生产 面包 酵母 
时 ， 酵 母 对 糖蜜 的 得 率 要 比 在 215m” 鼓 泡 式 发 酵 负 中 高 7% ， 不 过 培养 所 得 的 酵母 菌 产 气 能 
力 则 略 低 。 在 大 肠 杆 菌 发 酵 生产 重组 蛋白 时 ， 反 应 器 从 3L 扩大 到 9m? 时， 菌 体 对 葡萄 糖 的 
得 率 下 降 了 20% 。 与 5L 发 酵 钢 进 行 的 大 肠 杆菌 发 酵 相 比 ，20m’ 发 酵 缸 中 菌 体 的 得 率 低 ， 
但 细胞 的 死亡 率 也 低 。 
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大 型 发 酵 缸 中 的 溶 氧 分 布 也 不 均匀 ， 在 带 有 多 个 搅拌 浆 的 发 酵 饶 中， 特别 是 当 发 酵 液 比 
较 黏 稠 时 ， 发 酵 液 中 的 溶 氧 分 布 会 有 明显 差异 。 图 7-23 是 在 一 个 19m' 发酵 饶 中 用 一 可 移动 
的 溶 氧 电极 测定 的 溶 氧 分 布 ， 发 酵 缸 中 不 同 高 度 、 不 同 径 向 位 置 的 溶 氧 有 明显 差别 。 


3 还 
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il ? 不 通气 液 面 
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图 7-23 19ms 发 酵 缸 中 的 溶 氧 分 布 
其 中 届 为 发 酵 负 的 半径 ，r 为 溶 氧 电极 距 搅拌 轴 的 径 向 距离 ，H 为 
发 酵 缸 内 未 通气 时 的 液 面 高 度 ， 石 为 溶 氧 电极 的 实际 高 度 


图 7-24 是 安装 有 4 个 标准 涡轮 搅拌 桨 的 22m: 发 酵 炙 中 培养 大 肠 杆菌 过 程 中 菌 体 生 长 和 
溶 氧 变化 ， 发 酵 饶 中 安装 了 2 支 溶 氧 电极 ， 一 支 在 中 部 ， 一 支 在 底部 ， 可 以 看 到 2 支 电极 所 
在 部 位 的 溶 氧 有 明显 差异 。 在 这 样 的 发 酵 缸 中， 菌 体 周期 性 地 经 历 高 洲 氧 和 低 涂 氧 〈 或 高 
底 物 浓度 和 低 底 物 浓度 ) 的 环境 ， 从 而 影响 其 代谢 。 


100 40 
9 加 
下 
过 好 

OOOCOO 0 
9 40 


时 间 (h) 


图 7-24 22m* 发 酵 缸 中 大 肠 杆菌 发 酵 中 菌 体 生长 和 溶 氧 变 
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因此 ， 大 型 发 酵 炙 中 的 混合 是 影响 发 酵 效果 的 关键 因素 之 一 。 在 以 农 副 产品 为 培养 基 成 
分 的 大 规模 发 酵 过 程 中 ， 如 果 发 生 混合 不 均匀 的 情况 ， 很 容易 产生 隐 性 营养 缺陷 的 现象 ， 采 
用 轴 向 流 搅 拌 桨 可 以 改善 发 酵 缸 中 的 混合 状态 ， 从 而 有 助 于 改善 生产 菌株 的 隐 性 营养 缺陷 
问题 。 

为 了 研究 反应 器 中 的 混合 状态 对 发 酵 的 影响 ， 采 用 
混合 充分 的 小 型 反应 器 与 一 带 有 静态 混合 构件 的 管 式 反 
应 器 构成 回路 ， 模 拟 大 型 反应 器 中 较 难 均匀 混合 的 情况 
进行 缩小 实验 (图 7-25) 。 发 酵 液 在 管 式 反应 器 中 的 停 
留 时 间 为 56s， 中 部 及 出 口 处 设 有 4 个 取样 口 ， 进 行 快 SP 
速 取样 和 分 析 测 定 。 由 于 在 管 式 反 应 器 中 不 通气 ， 在 葡 
萄 糖 浓度 较 高 时 (葡萄糖 补 料 液 直接 加 到 管 式 反应 器 进 “ 补 料 站 一 名 料 
口 处 ) 会 发 生 缺 氧 的 情况 ， 因 而 大 肠 杆菌 会 发 生 大 氧 条 ”图 7.25 研究 大 型 发 酵 护 混合 效果 
件 下 的 混合 酸 发 酵 ， 形 成 乙酸 和 甲酸 。 对 细胞 代谢 影响 的 缩小 反应 装置 

当 管 式 反 应 器 中 的 培养 液 进入 搅拌 缸 反 应 器 后 ， 虽 
然 这 些 代谢 产物 可 被 氧化 , 但 会 使 菌 体 对 葡萄 糖 的 得 率 下 降 。 菌 体内 一 些 基 因 (如 氧 饥饿 
诱导 的 ph 和 frd 等 ) 的 mRNA 含量 也 随 管 式 反 应 器 中 的 停留 时 间 延 长 而 增加 ， 明 显 高 于 搅 
拌 负 内 菌 体 mRNA 的 含量 。 这 表明 大 肠 杆菌 对 局 部 较 高 葡萄 糖 浓 度 或 低 溶 氧 浓度 会 马上 产 
生 响 应 ,发 酵 中 应 尽量 减少 混合 不 均 的 情况 。 

枯草 芽孢 杆菌 的 发 酵 受到 溶 氧 的 影响 ， 其 代谢 产物 3- 羟 基 丁 酮 和 2,3- 丁 二 醇 的 生成 
还 受 pH 的 影响 ， 因 此 研究 人 员 用 充分 混合 的 搅拌 缸 反 应 器 与 活塞 流 反 应 器 的 组 合 研 究 了 
Bacillus subtilis AJ1992 发 酵 中 混合 的 影响 。 在 搅拌 式 发 酵 负 中 进行 分 批发 酵 ，pH 分 别 控制 
在 6.5 和 7.2 时 ， 菌 体 生 长 差异 不 大 ， 但 代谢 产物 3- 羟 基 丁 酮 和 2, 3- 丁 二 醇 的 最 高 总 浓度 则 
分 别 为 3.25g . 工 : 和 1.0g: 工 ” ， 乙 酸 浓 度 分 别 为 0.28g .和 0.56g. 工 :。 因 此 ， 该 菌 
株 生 产 3- 羟 基 丁 酮 和 2,3- 丁 二 醇 时 对 pH 很 敏感 。 进 一 步 在 搅拌 缸 和 管 式 反 应 器 组 合 发 酵 体 
系 中 研究 混合 不 均匀 条 件 下 的 发 酵 规 律 。 发 酵 中 pH 控制 在 6.5 +0.02， 用 Smol ' 工 -的 碱 溶 
液 调 节 pH， 直 接 加 入 搅拌 饶 反 应 器 的 发 酵 作为 对 照 。 另 一 组 对 照 是 控制 pH 的 碱 溶液 也 直 
接 加 入 搅拌 缸 反 应 器 ， 但 发 酵 液 以 120s 停留 时 间 通 过 管 式 反应 器 。 其 他 试验 是 在 管 式 反应 
器 中 不 同 停留 时 间 (30 ~240s) 的 组 合 反应 器 中 进行 的 ， 但 调节 pH 的 碱 是 加 到 管 式 反应 需 
中 的 。 这 些 实验 中 菌 体 生长 没有 差异 ， 说 明 活 塞 流 反应 器 中 60s 或 更 长 的 停留 时 间 造 成 的 溶 
氧 下 降 不 是 引起 这 种 差异 的 原因 ， 而 pH 差异 则 是 主要 原因 。 

大 型 发 酵 饶 若 能 保持 与 实验 发 酵 饶 相 同 的 混合 时 间 ， 则 可 避免 发 酵 过 程 放大 时 因 混 合 的 
差异 造成 的 影响 ， 不 过 这 是 较 难 实现 的 方法 ， 因 为 要 维持 放大 后 发 酵 饶 与 小 型 发 酵 饶 相 同 的 
混合 时 间 ， 单 位 体积 反应 器 所 需 搅拌 功率 将 大 大 高 于 模型 饶 ， 不 但 菌 体 受 到 的 剪 切 作用 会 大 
大 增 大 ， 而 且 由 于 搅拌 热 的 增加 ， 也 提高 了 反应 器 的 冷却 负荷 。 例 如 ， 在 控制 同样 的 溶 氧 条 
件 下 ， 对 于 同一 种 搅拌 形式 ， 搅 拌 转速 低 时 ， 青 霉 素 的 比 生 产 率 略 高 。 不 过 研究 人 员 采 用 
5. 3L 发 酵 饶 进行 了 重组 米 曲 霉 的 连续 培养 ， 发 现在 恒定 比 生长 速率 和 恒定 溶 氧 时 ， 搅 拌 转 
速 在 550 ~ 1000r . min -!， 搅 拌 功率 在 2.2 ~ 12.6kW . m 习 变化 时 ， 淀 粉 酶 和 糖化 酶 的 生产 
没有 变化 ， 但 是 菌 体形 态 有 明显 变化 。 发 酵 缸 中 最 常用 的 搅拌 桨 是 涡轮 式 搅 拌 桨 ， 在 大 型 发 
酵 饶 中 通常 将 几 个 涡轮 搅拌 桨 装 在 同一 根 轴 上 ， 如 果 搅 拌 桨 采用 发 酵 缸 常用 的 Rushton 叶 
轮 ， 各 个 搅拌 浆 周 围 各 形成 一 个 混合 区 域 ， 发 酵 液 中 相应 存在 几 个 区 域 ， 区 域 间 的 混合 有 一 
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定 问题 。 采 用 涡轮 搅拌 桨 与 轴 向 流 搅拌 桨 结合 的 组 合 桨 有 利于 提高 区 域 间 混合 的 效果 ， 从 而 
提高 搅拌 的 效率 。 另 一 选择 是 降低 补 和 的 培养 基 浓 度 。 例 如 在 基因 工程 菌 的 高 密度 发 酵 中 ， 
为 了 达到 高 菌 体 密度 ， 流 加 的 补 料 液 浓度 通常 很 高 ， 以 减少 补 料 造 成 的 稀释 作用 。 但 是 ， 这 
也 提高 了 对 反应 器 混合 性 能 的 要 求 。 为 了 减轻 对 大 型 发 酵 饶 混合 能 力 的 要 求 ， 可 以 考虑 适当 
降低 补 料 液 浓度 。 除 此 之 外 ， 还 可 考虑 将 补 料 液 分 成 多 股 ， 在 发 酵 饶 的 不 同 部 位 加 入 ， 甚 至 
将 补 料 液 加 到 通信 饶 内 的 无 菌 空气 流 中 ， 以 提高 补 入 的 料 液 的 分 散 效果 。 


7.7.2 放大 过 程 的 重要 步骤 


掌握 对 象 的 规律 ， 对 其 作出 数学 描述 ， 建 立方 程 ， 然 后 通过 方程 的 求解 或 数值 计算 进行 
工厂 的 设计 计算 ， 这 是 人 们 的 普遍 期 望 。 由 于 生物 反应 过 程 的 复杂 性 ， 这 种 以 数学 解析 为 基 
础 的 方法 至 今 仍 成 效 不 大 。 在 生物 反应 器 放大 的 过 程 中 所 建立 的 数学 模型 都 是 以 原型 设备 的 
流动 模型 为 依据 ， 而 原型 设备 中 的 流动 模型 可 用 停留 时 间 分 布 的 实验 数据 来 判定 。 然 而 放大 
了 的 生产 规模 反应 器 中 真实 的 流动 模型 可 能 发 生 了 变化 ， 很 可 能 在 放大 的 反应 器 的 不 同 部 位 
出 现 不 同 的 流动 模型 。 另 外 ， 由 于 生物 反应 过 程 是 一 个 复杂 的 生化 过 程 ， 要 使 得 到 的 数学 模 
型 能 够 对 过 程 作 出 较 好 的 描述 ， 势 必 包 含 较 多 的 参数 。 但 为 了 能 够 对 模型 得 出 解析 法 的 解 ， 
又 不 得 不 作 某 些 重大 的 简化 处 理 ， 即 所 谓 的 半数 学 模型 法 。 完 全 的 数学 模型 用 于 生物 反应 器 
的 放大 尚 存在 困难 。 

解决 生物 反应 器 放大 问题 的 本 质 在 于 弄 清 反 应 器 的 几何 尺寸 、 操 作 条 件 与 环境 因素 的 确 
切 关 系 ， 以 使 实验 室 中 的 优化 环境 能 在 工业 中 重 现 。 首 先 要 从 大 量 的 实验 材料 中 把 握 和 找 出 
影响 生物 反应 过 程 的 主要 矛盾 。 然 后 以 主要 矛盾 为 基准 建立 完全 的 数学 模型 或 半数 学 模型 ， 
并 对 所 建立 的 数学 模型 进行 求解 。 最 后 根据 数学 模型 的 求解 结果 进行 生物 反应 器 的 放大 。 值 
得 注意 的 是 ， 在 着 重 解决 主要 矛盾 的 同时 ， 不 可 使 次 要 矛盾 激化 成 新 的 主要 了 矛盾。 例如 ， 单 
纯 按 照 体 积 溶 氧 传递 系数 相等 为 准则 放大 时 ， 液 体 剪 切 率 可 能 会 上 升 到 系统 不 可 接受 的 程 
度 ， 投入 生产 ， 就 可 使 生产 失败 ， 必 须 注意 不 使 这 类 情况 出 现 ， 为 此 往往 或 多 或 少 地 要 牺牲 
几何 相似 的 原则 。 大 小 设备 主要 尺寸 几何 相似 的 原则 使 用 因 次 分 析 法 所 建立 的 无 因 次 数学 关 
系 式 获 得 简化 ， 因 此 这 个 原则 并 不 是 无 关 紧要 的 ， 但 为 了 解决 主要 的 矛盾 ， 这 种 牺牲 及 其 后 
果 是 次 要 的 。 


7.7.3 放大 原则 与 经 验 放大 方法 


生物 反应 器 放大 的 原则 是 相似 性 ， 放 大 方法 的 理论 基础 是 相似 原理 。 相 似 原理 的 基本 点 
是 : 对 任何 反应 系统 可 用 数学 方程 描述 其 生物 化 学 反应 过 程 、 流 体 流动 与 动量 传递 、 热 量 和 
质量 传递 过 程 ， 如 果 两 个 系统 能 用 相同 的 微分 方程 来 描述 ， 并 具有 相同 的 特征 ， 则 两 个 系统 
将 具有 同一 的 行为 方式 。 理 想 的 反应 器 放大 应 达到 的 相似 条 件 是 : 中 几何 相似 ; @ 流 体力 学 
相似 ; @ 热 相似 ; @ 质 量 (浓度 ) 相似 ; 名 生物 化 学 相似 。 其 中 ， 第 中 项 和 第 @ 项 最 为 重 
要 ， 按 此 顺序 ， 前 一 级 是 后 一 级 的 前 提 。 第 项 的 含义 是 物理 边界 的 相似 性 ， 即 放大 反应 器 
与 模型 反应 器 的 形状 相似 ， 两 者 所 有 部 件 的 线性 几何 尺寸 之 比 具有 相同 的 数值 。 第 @ 项 则 要 
求 放 大 反应 器 中 的 物料 流动 速率 与 模型 反应 器 相同 ， 流 体 单元 受到 相同 大 小 的 各 种 作用 力 。 
并 且 ， 在 几何 相似 的 条 件 下 两 者 的 流动 状态 相似 ， 此 流动 状态 显示 两 者 具有 几何 上 相似 的 
流 型 。 

为 应 用 相似 原理 达到 相似 条 件 ， 生 物 反应 器 的 放大 有 多 种 方法 ,包括 : 中 理论 方法 ; 
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@ 半 理论 半 经 验 法 ，(@ 因 次 分 析 法 ;@ 缩 小 -放大 法 以 及 机 制 分 析 -时 间 常 数 分 析 法 ， @@ 经 
验 放大 法 等 。 目 前 反应 器 放大 常用 的 方法 是 半 理 论 半 经 验 法 和 经 验 放 大 法 。 这 些 方法 的 特点 
均 是 保持 部 分 对 过 程 影响 较 大 的 参数 不 变 ， 因 此 放大 准则 的 选择 将 成 为 放大 成 功 与 否 的 
关键 。 

评价 生物 反应 器 的 传递 过 程 特性 主要 从 流体 流动 与 混合 、 热 量 和 质量 传递 各 方面 进行 。 
由 于 热量 传递 仅 发 生 在 热量 交换 界面 上 ， 而 流动 与 混合 和 质量 传递 既 与 生物 过 程 的 各 宏观 动 
力学 因素 有 关 ， 也 涉及 微观 反应 机 制 ， 因 此 反应 器 放大 及 其 性 能 评价 的 关键 准则 主要 与 流体 
流动 和 质量 传递 性 质 有 关 。 对 任何 微生物 发 酵 或 细胞 培养 过 程 ， 一 般 考虑 多 方面 的 性 能 ， 包 
括 宏观 混合 、 氧 传递 、 流 体 剪 切 应 力 、C0, 排出 、 泡 沫 形成 和 操作 成 本 等 ， 生 物 反 应 器 的 设 
计 与 操作 受到 各 方面 因素 的 限制 。 但 是 为 满足 各 方面 最 优化 条 件 ， 反 应 器 设计 时 可 以 人 为 改 
变 的 只 有 几何 结构 、 搅 拌 速 度 和 通气 速率 。 因 此 ， 一 般 在 反应 器 放大 时 ， 需 考虑 下 述 与 反应 
器 结构 变量 和 操作 变量 有 关 的 性 能 参数 ， 即 放大 准则 : 叫 反 应 器 的 几何 特征 ; @ 氧 的 体积 传 
递 系数 K.a; @ 最 大 剪 切 应 力 (机 械 搅拌 反应 器 可 用 搅拌 叶 端 速度 表示 ); @ 单 位 液体 体积 
的 输入 功率 ; @) 单 位 反应 器 有 效 体积 的 通气 速率 ; (@@) 通 气 表 观 线 速度 ，@ 混 合 时 间 ; @ 搅 拌 
雷诺 准 数 ，(O) 动 量 因子 。 

在 上 述 准 则 中 ， 准 则 呈 是 生物 反应 器 放大 时 保持 不 变 的 基本 条 件 ， 对 其 选择 的 理由 是 反 
应 器 几何 尺寸 对 传递 过 程 特性 具有 重要 作用 。 用 此 准则 也 基于 这 样 的 事实 : 现 有 关于 反应 咒 
放大 的 经 验 或 经 验 关 联 式 都 是 在 几何 相似 的 反应 器 中 用 实验 方法 建立 的 。 在 不 同 几 何 形 状 的 
反应 吉之 间 用 这 些 关 联 式 进行 放大 ， 需 考虑 关联 式 的 有 效 性 、 实 验 验证 的 必要 性 或 者 根据 特 
殊 情 况 对 关联 式 作 出 修正 。 由 于 生物 反应 器 的 功率 消耗 、 流 体 剪 切 应 力 、 搅 拌 器 对 液体 的 翻 
动量 等 传递 过 程 的 关键 参数 均 是 搅拌 器 结构 、 直 径 和 搅拌 速度 的 函数 ， 因 此 搅拌 器 几何 有 斥 二 
的 改变 必然 引起 较 大 的 放大 效应 ， 反 应 器 放大 时 不 能 对 结构 做 较 大 改动 。 

在 满足 几何 相似 的 条 件 下 ， 常 将 准则 @ ~ @ 用 于 生物 反应 器 的 放大 。 采 用 准则 包 的 原因 
是 ， 许 多 需 氧 发 酵 过 程 动力 学 速率 常 受 氧 传递 限制 ， 氧 传递 问题 是 发 酵 过 程 的 主要 问题 ， 故 
反应 器 放大 多 采用 恒定 有 ia 准则。 准则 @ 对 剪 切 敏感 的 细胞 培养 反应 器 放大 至 关 重 要 。 例 
如 使 用 机 械 搅拌 的 生物 反应 器 的 放大 ， 最 关键 的 问题 是 防止 流体 剪 切 作用 对 细胞 的 损伤 ， 以 
及 丝 状 菌 受 剪 切 应 力 和 搅拌 桨 叶 端 线 速度 的 影响 。 准 则 四 在 机 械 搅 拌 发 酵 缸 放大 中 较 重 
要 ， 原 因 是 对 一 定 的 通气 表 观 线 速度 ， 消 耗 的 搅拌 功率 相等 意味 着 氧 传递 系数 相等 ， 并 
且 单位 液体 质量 的 功率 消耗 与 清流 旋涡 长 度 有 关 ， 保 持 此 参数 不 变 能 够 兼顾 传 质 和 流体 剪 切 
两 方面 的 问题 。 准 则 名 通气 速率 和 @ 通 气 表 观 线 速度 是 气体 分 散 的 重要 指标 ， 也 是 反应 器 流 
动 状态 和 混合 效果 的 重要 参数 ， 特 别 是 对 鼓 泡 反应 器 和 气 升 式 反应 器 ， 通 气 速率 和 表 观 线 速 
度 决 定 传 质 系数 、 液 体循环 和 混合 时 间 等 关键 参数 。 对 准则 (D， 由 于 混合 时 间 与 反应 器 中 底 
物 的 浓度 分 布 有 关 ， 故 大 型 反应 需 与 小 型 反应 器 必须 保持 混合 时 间 相 等 。 但 是 ， 维 持 相同 的 
混合 时 间 所 需 的 单位 体积 输入 功率 输入 的 增加 是 系统 总 功率 输入 的 2/3 ， 从 而 限制 了 放大 规 
模 。 实 验证 明 ， 按 此 准则 放大 所 需 的 功率 远大 于 等 体积 功率 放大 所 需 的 功率 。 准 则 @ 和 @ 没 
有 考虑 通气 对 过 程 结果 的 影响 ， 一 般 不 用 于 发 酵 过 程 。 反 应 器 放大 时 ， 既 有 保持 上 述 准则 之 
一 不 变 的 放大 ， 也 有 同时 保持 满足 若干 相互 关联 准则 的 情况 ， 表 7-9 是 所 列 的 几 种 关联 的 放 
大 准则 。 
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表 7-9 ”放大 准则 的 关联 
项 目 关联 1 关联 2 关联 3 
几何 相似 (或 4D 恒定 ); | 几何 相似 ; Kia 恒定 ; 
Kia 恒定 ; Ka 恒定 ; 恒定 搅拌 桨 叶 端 线 速度 
通气 比 VVM 人 恒定 恒定 剪 切 应 力 (或 恒定 搅 | 通气 比 VVM 恒定 
拌 桨 叶 端 线 速度 ) 
由 Kia 的 关联 式 得 出 搅拌 | 通气 速率 Ve 由 Kia 的 关联 | dq/D 数值 在 一 定 范围 内 
转速 nn 式 得 出 变化 


预定 条 件 


根据 上 述 对 反应 器 放大 原则 与 准则 的 讨论 ， 以 下 重点 介绍 实用 性 较 强 的 经 验 放 大 法 。 

经 验 放大 法 是 以 相似 原理 为 理论 依据 ， 特 点 是 对 生物 反应 过 程 的 机 制 仅 作 简 单 的 分 析 ， 
依赖 对 已 有 装置 的 操作 与 设计 经 验 进行 反应 wi 经 验 放大 法 的 关键 是 对 放大 准则 的 选 
择 。 例 如 根据 单位 液体 的 搅拌 功率 消耗 PAV, 、ka、 搅 拌 转速 n、 溶 氧 浓度 、 空 气 的 表 观 线 
速度 eet rng 其 中 利用 P/V 和 ka 恒定 作为 放大 准则 
的 较 多 。 

在 实际 设计 反应 器 时 ， 放 大 准则 的 选择 一 般 要 根据 生物 反应 的 具体 情况 决定 。 采 用 不 同 
的 放大 标准 ， 对 机 械 搅拌 反应 器 放大 所 得 到 的 结果 会 有 很 大 差别 。 由 于 这 种 方法 过 于 依赖 经 
验 ， 故 只 有 在 放大 时 细胞 的 代谢 控制 和 传递 过 程控 制 的 机 制 没 有 改变 的 情况 下 才 有 效 。 下 面 
重点 讨论 搅拌 生物 反应 器 的 经 验 放大 法 。 

1. 通气 速率 放大 生物 反应 器 通气 速率 的 放大 方法 中 以 单位 液体 体积 在 单位 时 间 内 
的 通气 量 (以 标准 状态 计 ) VVM (m . m-3 . min-:) 进行 计算 ， 常 称 为 VVM 相同 法 ; 
@) 以 通气 表 观 线 速度 (mh 一) 进行 计算 。 两 者 的 换算 关系 为 : 


Dps = (VVM) x60 xV (7-36) 
式 中 ，V 表示 液体 体积 (mi )。 
有 关 物 理 量 的 计算 式 为 
60 x (273 + 1) x (9.81 x 104) 27465.6V, x (273 +1) 
有 ss 三 | ~ 
D 
273 x Fp Pi 
_ 27465. 6( VVM) (V.) x (273 
( i 人 ed 
D 
AsPr 
_ 下 | 
| mn 人 
Dp 
VVM = eh ma .m-3 。min-1 (7-39) 


27465.6 x (273 +1) 


pr = (pr +9.81 x 104) + oHp (7-40) 


式 中 :上 为 反应 需 温 度 (% ); pi 为 液 柱 压力 (Pa) ; pr 为 反应 器 顶部 气压 (Pa) ; 于 为 液 
体高 度 (m) ; pi 为 液体 密度 (kg . m3)。 

以 下 计算 时 下 标 1 代表 模型 反应 器 ， 下 标 2 代表 放大 反应 

1) 以 单位 液体 体积 在 单位 时 间 内 通气 量 相同 的 准则 放大 : Te 量 恒定 ， 有 
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(VVM)1 = (VVM),, 根据 式 (7-37) 和 式 (7-39) 
DV, (VVWD 


几 (7-41) 
黄玉 pr 
从 及 
因此 : 2 (7-42) 
Hs D, PD 


式 中 ;pi 、pi 为 模型 反应 器 、 放 大 反应 器 的 液 柱 压力 (Pa) ;us 、us 为 模型 反应 器 、 放 大 
反应 器 的 通气 表 观 线 速度 (m .bh"' 或 ms 1)。 

2) 以 通气 表 观 线 速度 相同 的 准则 放大 : 采用 此 法 时 ，us 
(7-42) ， 有 


=us， 根 据 式 (7-41) ~ 式 


1 


的 的 (的 .全 全 om 


3) 以 ia 值 相 同 的 准则 放大 : 根据 参考 文献 的 报道 并 为 其 计算 方便 ， 对 氧 传递 系数 采 
用 下 式 , he e [ 吕 ] 礁 ， 风 


Caa)a (VV), 
史 (ka) (V/V) 


x 后 | =1 (7-44) 
H, 


(V/V), ae 

ni 0 
又 因 VrpuD, Vi.«D 

SI 

根据 a AL (VVMWD (7.47) 
DT pr 
(VYM), (Di 性 fp 

因此 (VVM)， 辕 同 人 


以 上 对 通气 速率 的 放大 使 用 了 3 种 不 同 的 准则 ， 得 到 不 同 的 计算 结果 ， 若 设 my 由 = 
125 , D,/D，= 5 ,mr = 1.5 ， 对 计算 结果 进行 对 比 ， 可 得 到 如 表 7-10 所 示 的 结果 。 


表 7-10 3 种 不 同 空 气流 量 的 放大 结果 对 比 


方法 


VVM 相同 
xs 相同 
kia 相同 


由 表 7-10 中 结果 可 见 ， 若 以 VVM 相同 的 准则 放大 ,wu. 增加 了 3. 33 倍 ， 此 值 过 大 ， 操 

作 时 会 有 搅拌 器 被 空气 流 包围 的 状态 ,气体 的 分 散 效 果 较 差 。 若 以 u, 相同 的 准则 放大 ， 放 

大 后 的 VVM 值 仅 为 放大 前 的 30% ,结果 上 略 小 。 因 此 ， 通 气 速率 的 放大 一 般 以 保持 ha 相同 
为 准则 。 
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2. 搅拌 功率 及 速率 放大 可 以 选择 不 同 的 放大 准则 计算 搅拌 功率 及 搅拌 速度 ， 常 用 的 
方法 有 以 下 几 种 。 

1) 以 恒定 等 体积 功率 的 准则 放大 : 这 种 方法 以 单位 培养 液体 积 所 消耗 的 搅拌 功率 相等 
为 基准 进行 放大 ， 在 保持 几何 尺寸 相似 的 条 件 下 ， 应 有 

Permd ,VerD ra 


=] 区 EE 
于 是 Vy, nid 
所 以 ji my [ (7-49 ) 
2 
3 
Pp,=P, 局 (7-50) 
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式 中 : P、P 、P, 为 搅拌 功率 、 模 型 反应 器 搅拌 功率 、 放 大 反应 器 的 搅拌 功率 (W); 
nl 、n 为 搅拌 速度 、 并 型 反 应 名 搁 关 训 度 、 放 大 反应 右 的 找补 速度 (ws); a、d,、4 为 拉 
拌 器 直径 、 模 型 反应 器 搅拌 器 直径 、 放 大 反应 器 的 搅拌 器 直径 (m)。 
一 般 这 种 方法 放大 后 的 功率 太 高 ， 因 此 也 有 以 单位 培养 液体 积 所 消耗 的 通气 时 的 搅拌 功 
率 P,/V 相等 的 准则 进行 放大 ， 此 时 
Pp P 
(¥) = (¥) 


| 了 


为 方便 计算 ， 一 般 使 用 Michel 关联 式 计 算 通 气 时 的 搅拌 功率 ， 则 


P. = KE) 


式 中 : P、P, 为 未 通气 、 通 气 时 的 搅拌 功率 (W)。 
在 汕 流 条 件 下 未 通气 的 搅拌 功率 为 
P = Knad5p) 
所 以 时 (md ) nd 0.45 有 


CC 
g (usd? ) 0.56 jr 252 


(7:351) 
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V 0.252 
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故 mi = nm 的 = (7-52) 


Si 


3 5 2.765 0.24 
的 人 六 人 a 
ni di 而 Ws, 


2) 以 恒定 体积 溶 氧 传递 系数 后 a 的 准则 放大 : 此 法 放大 时 首先 应 该 计算 模型 反应 器 和 
放大 反应 器 的 表 观 通气 线 速 度 u,， 根 据 前 已 得 到 的 结果 ， 有 


外 -全 pa 
代入 式 〈7-53 ) ， 并 据 保 持 几 何 相似 的 条 件 , D < d ， 可 得 
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3) 以 恒定 搅拌 器 叶 端 速度 的 准则 放大 : 由 于 叶 端 速度 相等 ， 因 此 


nd, = mdi (7-56) 
i di 
Wy 二 (|) (7-57) 
因 Pe nd 
» d, ” =: 
所 以 访 二 | (7-58) 


d 
(交加 ] 人 
应 当 注意 ， 由 这 种 方法 所 得 搅拌 功率 数值 较 低 。 一 般 认 为 搅拌 桨 的 叶 端 速度 的 合适 范围 
为 2 Sx5 0ms 
4) 以 混合 时 间 4 恒定 为 准则 的 放大 : 混合 时 间 的 定义 是 把 少许 具有 与 搅拌 反应 器 内 的 
液体 相同 物性 的 液体 注入 搅拌 反应 器 内 ， 两 者 达到 分 子 水 平 的 均匀 混合 所 需要 的 时 间 。 低 黏 
度 液 体 在 小 搅拌 反应 器 内 的 混合 时 间 很 短 。 反 应 器 愈 大 ， 混 合 时 间 就 愈 长 。 实 际 上 按 等 混合 
时 间 放 大 是 很 难 做 到 的 ， 因 为 要 做 到 这 一 点 ， 放 大 后 反应 器 的 搅拌 桨 转速 需要 比 小 反应 器 搅 
拌 桨 转速 提高 很 多 。 但 作为 一 个 校 核 的 指标 ， 对 某 些 体系 确实 必要 。 对 液体 的 混合 时 间 4,， 
不 同 的 研究 者 对 不 同类 型 的 反应 器 型 式 和 反应 介质 得 到 各 种 计算 式 ， 故 设计 时 应 当 作出 合理 
的 选择 。 对 机 械 搅拌 反应 器 ， 一 般 混合 时 间 i 随 反 应 器 直径 的 增 大 而 增 大 ， 但 随 搅 拌 速度 
的 增加 而 减 小 ， 由 研究 得 出 


二 入 
“人 (7-60) 
n3 n3 
当 志 不 变 时 ,i = 如 ， 故 
i 
ee | (7-61) 
1 
d 本 
A (7-62) 


EW (7-63) 


还 有 以 恒定 雷诺 准 数 作为 放大 的 准则 等 。 
值得 注意 的 是 ， 由 以 上 的 计算 可 见 ， 各 种 计算 方法 因 使 用 的 放大 准则 不 同 ， 其 计算 结果 
是 不 一 样 的 。 表 7-11 表示 了 由 10L 模型 反应 器 (n =500r . min  ， 通 气量 1VVM) 放大 到 
10000L 时 ， 按 照 不 同 的 准则 所 得 出 的 结果 。 可 见 ， 放 大 后 搅拌 速度 的 较 大 差别 意味 着 反应 
器 的 操作 条 件 的 不 同 ， 因 此 反应 器 的 放大 准则 的 选择 必须 合理 ， 要 根据 特定 反应 体系 和 设计 
条 件 ， 选 择 使 用 适当 的 准则 。 
表 7-11 采用 不 同 准则 放大 后 的 搅拌 转速 
方法 放大 后 搅拌 转速 (r . min') 方法 放大 后 搅拌 转速 (r min 1) 
非 通气 107 等 传 质 系 数 79 
通气 85 等 叶 端 速度 50 
等 混合 时 间 1260 


生物 反应 工程 原理 


以 恒定 等 体积 功率 的 准则 放大 是 目前 常用 的 方法 之 一 ， 这 种 方法 与 实际 情况 基本 符合 。 
这 种 方法 的 主要 缺点 是 得 到 的 以 搅拌 桨 叶 端 速度 表示 的 最 大 剪 切 应 力 较 大 。 也 有 报道 指出 ， 
以 恒定 传 质 系数 点 a 为 准则 比较 合理 ， 因 为 体积 传 质 系 数 与 单位 体积 的 功率 消耗 关联 ， 但 是 
要 考虑 通气 的 表 观 线 速度 的 影响 。 在 应 用 恒定 传 质 系 数 放大 时 ， 应 该 考虑 大 型 反应 器 由 于 气 
泡 在 反应 器 内 停留 时 间 较 长 而 发 生 凝 并 的 问题 ， 此 时 体积 溶 氧 传递 系数 的 关联 式 应 采用 有 关 
气泡 凝 并 的 关联 式 。 

在 放大 时 还 要 明确 典型 的 搅拌 器 直径 与 反应 器 直径 之 比 为 0.33 ~0.44, 使 用 大 直径 的 
桨 叶 比 较 有 利 ， 它 的 混合 能 力 较 强 ， 对 细胞 的 损伤 较 小 。 大 型 反应 器 与 小 型 反应 器 的 主要 差 
别 是 ， 前 者 具有 和 较 长 的 混合 时 间 、 较 高 的 最 大 剪 切 应 力 和 较 低 的 时 均 剪 切 率 。 在 反应 器 放大 
时 ， 对 反应 介质 的 流 变 特性 也 应 予以 重视 。 对 多 数 微生物 反应 过 程 ， 特 别 是 抗生素 一 类 的 发 
酵 过 程 ， 培 养 介质 多 为 非 牛顿 型 流体 ， 因 此 ， 如 果 使 用 常规 的 放大 计算 方法 ， 功 率 消 耗 和 传 
质 系 数 关联 式 必 须 选 用 非 牛顿 型 流体 的 有 关 计 算式 。 


本 章 小 结 

生物 反应 器 是 生物 反应 过 程 的 核心 设备 ， 要 求 它 能 为 进行 各 种 生物 反应 过 程 提 供 良好 的 
反应 环境 和 条 件 。 本 章 介绍 了 几 种 在 生物 反应 过 程 中 常用 的 生物 反应 器 的 结构 特点 、 操 作 特 
性 及 其 应 用 ， 这 些 反 应 器 包括 机 械 搅拌 式 生 物 反 应 器 、 气 升 式 生物 反应 器 、 膜 式 生 物 反 应 器 
和 管 式 生 物 反 应 器 。 在 此 基础 上 介绍 了 几 种 常用 的 生物 传感器 和 生物 反应 过 程 的 控制 方法 与 
技术 。 鉴 于 生物 反应 器 放大 是 生物 反应 过 程 开发 的 重要 组 成 部 分 ， 本 章 最 后 介绍 了 生物 反应 
器 放大 对 细胞 代谢 的 影响 、 生 物 反 应 器 放大 的 原则 、 步 骤 及 目前 应 用 最 广泛 的 放大 方法 一 一 
经 验 放大 法 。 
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习 题 


. 生物 反应 器 有 哪儿 种 分 类 方法 ? 

. 简 述 几 种 常见 生物 反应 器 的 结构 特点 、 操 作 特 性 及 其 应 用 范围 。 

. 在 选择 生物 反应 器 进行 生物 反应 时 ， 要 考虑 哪些 因素 ? 

. 机 械 搅拌 式 生物 反应 器 是 由 哪些 主要 部 件 组 成 的 ? 

. 挡 板 的 作用 是 什么 ? 什么 是 “全 挡 板 条 件 ”? 

. 搅拌 器 有 哪 几 种 类 型 ? 在 生物 反应 器 中 选用 搅拌 器 时 要 考虑 哪些 因素 ? 

. 发 酵 过 程 中 可 以 检测 的 物理 参数 、 化 学 参数 及 生物 参数 有 哪些 ? 

. 常用 于 生物 反应 器 检测 的 生物 传感器 有 哪些 ? 

. 生物 反应 过 程控 制 的 主要 内 容 有 哪些 ? 简 述 主要 参数 的 控制 方法 与 技术 。 

10. 生物 反应 器 放大 的 原则 是 什么 ? 经 验 放大 方法 包括 哪些 ? 

11. 对 一 带 有 挡 板 的 通用 式 机 械 搅 拌 槽 反应 器 , 已 知 D=2m，H =2m, N=2s”'， 搅拌 
器 为 螺旋 奖 ， 其 d = 0.66m， 通 气 比 0.5min-!， 反 应 液 的 密度 为 1000kg : m” 了 了， 秋 度 为 
0. 001Pa . s。 试 求 该 反应 器 的 搅拌 功率 。 

12. 有 一 Sm 生物 反应 器 ， 其 直径 为 1. 4m， 装 液 量 4m; ， 液 柱 高 2. 7m， 采 用 六 弯 叶 涡 
轮 搅拌 器 ， 叶 径 为 0.45m， 搅 拌 转 数 N = 190min-: ， 通 气 比 为 1:0.2， 反 应 液 密度 为 pr = 
1000kg . m- ， 反 应 液 黏度 由 =1. 06 x10-?Pa . s， 现 需 放 大 至 50ms 进行 生产 ， 若 按 单位 体 
积 消耗 功率 与 kia 值 均 相 同 的 准则 进行 放大 ， 试 求 放 大 后 反应 器 的 主要 尺寸 (D、 有 本、d) 和 
工艺 条 件 (Q,、P、N)。 

13. 中 试 发 酵 饶 装 料 800L， 急 直径 为 0. 8m，Hi/D =2， 装 料 系数 为 0.68， 搅 拌 器 直径 
为 0.27m， 转 速 为 300min -1!， 通 气量 为 1.2VVM， 发 酵 温度 为 28% ， 饶 压 为 0.0294MPa， 发 
酵 液 密度 为 pr =1000kg . m 一， 不 通气 时 功率 为 3kW . m ,通气 时 为 1.6kW. m“”， 若 要 
求 分 别 用 恒定 La 法 对 空气 流量 放大 ， 用 恒定 P/V 法 对 搅拌 速度 和 功率 放大 ， 计 算 反应 器 
放大 150 倍 的 生产 镀 主 要 尺寸 和 操作 条 件 。 


MD oo > 个 wWw 上 wm 一 
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【重要 概念 】 
生物 过 程 设 计 、 分 批 反应 过 程 、 连 续 反应 过 程 、 流 加 反应 过 程 、 高 细胞 密度 发 酵 、SBR 
生物 反应 过 程 、UASB 生物 反应 过 程 


生物 反应 过 程 的 设计 ， 是 在 掌握 生物 反应 动力 学 特征 、 反 应 器 内 流体 传递 特性 的 基础 
上 ， 对 生物 反应 器 的 型 号 、 操 作 方 式 进行 合理 选择 ， 并 进行 有 关 设计 和 优化 。 生 物 反应 器 的 
we 
程 的 中 心 问 题 。 在 进行 反应 器 设计 时 ， 首 先 要 根据 反应 的 本 征 动力 学 特性 、 生 产 工艺 要 求 及 
ww ai。 器 的 类 型 和 
不 同 的 操作 方式 ， 可 对 反应 动力 学 和 反应 需 的 生产 效率 产生 明显 不 同 的 影响 。 


8.1 生物 过 程 设 计 基础 与 选择 原则 


根据 反应 器 加 料 和 出 料 方式 的 不 同 ， 可 将 生物 反应 过 程 分 为 分 批 反应 过 程 、 连 续 反应 过 
程 和 流 加 反应 过 程 。 

(1) 分 批 反应 过 程 : 其 主要 特点 是 反应 物料 一 次 性 加 入 和 一 次 性 排出 ， 在 反应 过 程 中 ， 

应 器 内 外 一 般 没 有 物料 的 交换 ; 反应 器 内 物料 体积 维持 恒定 ， 并 具有 相同 的 反应 时 间 ; 反 
应 器 内 的 化 学 和 物理 状态 将 随时 间 而 变化 ， 细 胞 生长 不 能 始终 在 最 优 的 条 件 下 进行 ， 反 应 过 
程 处 于 非 定 态 操作 ; 分 批 式 操作 适合 于 多 品种 、 小 批量 的 生产 过 程 和 反应 速率 较 慢 的 细胞 反 
应 , 它 不 易 发 生 杂 菌 污染 和 菌 种 变异 ， 因 此 ， 它 是 生物 反应 中 应 用 最 早 又 最 多 的 一 种 操作 
方式 。 

(2) 连续 反应 过 程 : 其 主要 特点 是 在 反应 进行 过 程 中 ， 反 应 底 物 连续 稳定 地 输入 反应 
器 ， 同 时 反应 产物 亦 以 相同 的 流速 连续 稳定 地 流出 反应 器 ， 因 此 ， 反 应 需 内 物料 体积 恒定 ， 
反应 器 内 任 一 位 置 反 应 物 系 的 浓度 将 不 随 反 应 时 间 而 变化 。 其 优点 是 反应 条 件 恒定 、 产 品质 
量 稳定 、 生 产 效率 较 高 ， 常 用 于 固定 化 酶 催化 反应 。 对 细胞 反应 ,存在 染 菌 和 菌 种 退化 问 
题 。 若 实施 长 期 操作 并 维持 细胞 活性 则 存在 困难 ， 使 其 应 用 受到 一 定 限制 。 它 仅 适 用 于 遗传 
性 稳定 、 反 应 条 件 不 易 受 环境 污染 的 细胞 反应 过 程 ， 如 乙醇 或 丙酮 / 丁 醇 发 酵 和 污水 的 生物 
处 理 过 程 等 。 

(3) 流 加 反应 过 程 : 也 称 半 连续 发 酵 ， 它 的 主要 特点 是 在 反应 进行 过 程 中 ， 反 应 物 或 
286 


第 8 章 发 酵 过 程 设 计 


连续 或 分 批 式 地 加 入 ， 而 产物 则 一 次 性 或 间断 性 地 排出 。 因 此 ， 它 兼 具 了 分 批 反 应 过 程 和 连 
续 反 应 过 程 的 有 关 特 性 ， 在 一 定 程度 上 弥补 了 它们 的 不 足 。 该 类 操作 方式 主要 用 于 细胞 反应 
过 程 。 按 流 加 反应 过 程 的 分 批 特 性 和 补 料 方式 进行 区 分 ， 此 类 操作 包含 下 述 3 种 操作 模式 。 

人 流 加 操作 : 该 操作 是 先 将 少量 培养 液 加 入 反应 器 中 ， 并 以 分 批 培养 的 模式 进行 细胞 
的 培养 和 生长 ， 当 细胞 浓度 达到 一 定数 值 后 ， 向 反应 器 内 加 入 某 种 特定 的 一 种 或 多 种 限制 性 
底 物 ， 即 流 加 过 程 开 始 。 在 其 反应 过 程 中 ， 由 于 加 料 ， 致 使 反应 器 中 的 物料 体积 不 断 增 大 。 
当 反应 过 程 结 束 时 将 培养 液 一 次 性 从 反应 器 中 排出 。 流 加 操作 的 主要 特点 是 能 够 调节 细胞 反 
应 环境 中 营养 物质 的 浓度 。 它 还 能 防止 某 些 限 制 性 营养 成 分 由 于 在 反应 过 程 中 被 耗 尽 而 影响 
细胞 的 生长 和 产物 的 形成 。 因 此 ， 它 能 延长 细胞 生长 稳定 期 的 时 间 ， 适 合 于 次 级 代谢 产物 合 
成 的 特点 以 提高 其 产量 ， 也 有 利于 实现 细胞 的 高 密度 培养 。 此 外 ， 由 于 限制 性 底 物 的 加 入 ， 
反应 过 程 中 反应 器 的 有 效 体积 ， 即 物料 体积 是 变化 的 ， 这 也 是 流 加 操作 的 一 个 重要 特征 。 

根据 不 同 的 反应 特点 ， 可 采用 不 同 的 流 加 方式 。 从 控制 角度 可 分 为 无 反馈 控制 流 加 和 有 
反馈 控制 流 加 两 种 ， 前 者 包括 指数 流 加 和 恒 速 流 加 等 ， 后 者 则 是 根据 测定 的 限制 性 底 物 浓度 
来 调节 流 加 速率 或 流 加 液 中 限制 性 底 物 的 浓度 等 。 

@ 反复 流 加 操作 : 它 是 在 流 加 操作 过 程 中 ， 定 时 排出 一 定 体积 的 反应 液 ， 其 余部 分 留 
作 下 一 阶段 流 加 操作 时 细胞 培养 的 种 子 ， 以 期 不 断 进行 流 加 操作 过 程 ， 因 此 ， 该 操作 又 称 为 
循环 式 流 加 操作 。 它 不 仅 具 有 前 述 流 加 操作 的 特点 ， 又 具有 不 需要 单独 进行 菌 种 培养 的 
优点 。 

@ 反复 分 批 操 作 : 它 是 在 分 批 反应 过 程 中 ， 当 细胞 浓度 由 于 生长 反应 达到 某 规 定 值 后 ， 
将 反应 液 排 出 其 中 的 一 部 分 ， 剩 余部 分 留 作 下 批 培 养 的 种 子 ， 然 后 再 加 入 新 培养 基 进 行 分 批 
培养 。 与 反复 流 加 操作 的 主要 不 同 是 ， 其 培养 基 为 一 次 性 加 入 ， 在 反应 进行 的 过 程 中 ， 则 无 
底 物 的 加 入 ， 反 应 器 内 培养 液 的 体积 保持 不 变 。 

生物 过 程 的 选择 原则 是 根据 所 要 进行 的 生物 反应 ( 酶 催化 反应 和 细胞 反应 ) 过 程 特性 
选择 与 其 相 匹 配 的 生物 反应 过 程 。 如 多 品种 、 小 批量 的 生物 反应 过 程 和 反应 速率 较 慢 的 细胞 
反应 ， 一般 选择 分 批 反 应 过 程 进行 操作 ; 对 于 高 细胞 密度 培养 和 存在 底 物 抑制 与 使 用 缺陷 型 
变异 株 的 细胞 反应 过 程 ， 一 般 选 择 流 加 反应 过 程 ;而 对 产品 的 质量 及 其 稳定 性 有 很 高 的 要 求 
时 ， 可 以 考虑 采用 连续 生物 反应 过 程 。 表 8-1 列 出 了 不 同 操作 模式 的 优 、 缺 点 ， 可 根据 不 同 
操作 模式 的 特点 进行 权衡 比较 ， 选 择 比较 适合 进行 的 生物 反应 的 操作 模式 或 过 程 。 

表 8-1 不 同 操作 模式 的 优 、 缺 点 

模式 优点 缺 点 

一 般 投 资 较 小 ; 
易 转 产 ， 生 产 灵 活 ; 
分 批 反应 过 程 中 某 一 阶段 可 获得 高 的 


转化 率 ; 
发 酵 周 期 短 ， 菌 种 退化 率 小 。 


因 放 饶 、 灭 菌 等 原因 ， 非 生产 时 间 长 ; 

经 常 灭 菌 会 降低 仪器 寿命 ; 

前 培养 和 种 子 的 花费 大 ; 

需 较 多 的 操作 人 员 或 较 多 的 自动 控制 系统 。 


分 批 反 
应 过 程 


可 实现 有 规律 的 自动 化 ; 操作 不 灵活 ; 

操作 人 员 少 ; 因 操作 条 件 不 易 改 变 ， 原 料 质量 必须 稳定 ; 
连续 反 反应 器 体积 小 、 非 生产 时 间 少 ; 若 采 用 连续 灭 菌 ， 加 上 控制 系统 和 自动 化 设 
应 过 程 产品 质量 稳定 ; 备 ， 投 资 较 大 ; 

操作 人 员 接 触 毒害 物质 可 能 性 小 ; 必须 不 断 地 排除 一 些 非 溶性 的 固形 物 ; 
测量 仪器 使 用 寿命 长 。 易 染 菌 ， 菌 种 易 退 化 。 
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模式 优 点 缺 


非 生产 时 间 长 ; 

需 较 多 的 操作 人 员 或 计算 机 控制 系统 ; 

操作 人 员 接 触 一 些 病原 菌 和 有 毒 产 品 的 可 能 
性 大 ; 

因 常 灭 菌 会 缩短 仪器 使 用 寿命 。 


(1) 操作 灵活 ; 


流 加 反 | (2) 染 菌 、 菌 种 退化 的 概率 小 ; 
应 过 程 | (3) 可 获得 高 的 转化 率 ; 
(4) 对 发 酵 过 程 可 实现 优化 控制 。 


8.2 ”分 批 反 应 过 程 


分 批 反应 过 程 主 要 特点 是 物料 一 次 性 加 入 和 放出 ， 反 应 过 程 中 反应 器 内 、 外 没有 物料 的 
交换 ， 故 它 是 在 封闭 系统 进行 前 过 程 ， 反应 名 中 底 物 浓度 、 产 物 浓度 以 及 细胞 浓度 均 随 反应 
进行 的 时 间 而 变化 ， 如 图 8-1 所 示 。 


反应 时 间 
图 8-1 分 批 反应 过 程 中 的 浓度 变化 过 程 


故 分 批 反应 过 程 是 一 非 稳 态 过 程 。 由 于 反应 融 内 物料 同时 加 入 并 同时 停止 反应 ， 所 有 物 
料 具 有 相同 的 停留 时 间 和 反应 时 间 。 当 以 反应 速率 为 最 大 目标 时 ， 由 于 操作 过 程 中 反应 物 和 
产物 浓度 随时 间 发 生变 化 ， 并 且 有 些 过 程 的 产物 对 反应 有 抑制 作用 ， 因 此 随 反 应 过 程 的 进 
行 ， 分 批 操 作 反应 需 的 效率 将 降低 。 

分 批 反应 过 程 在 生物 过 程 中 占有 重要 地 位 ， 主 要 原因 是 它 具 有 以 下 优点 : 

(1) 较 适 合 多 品种 、 小 批量 的 生产 过 程 。 有 不 少 生物 制品 是 小 批量 生产 的 ， 因 此 使 用 
同一 台 反 应 装置 ， 可 进行 多 品种 的 生产 。 

(2) 较 适合 反应 速率 较 慢 的 生物 反应 。 由 于 多 数 生物 反应 的 速率 较 化 学 反应 慢 ， 故 较 
多 工业 过 程 使 用 具有 分 批 操 作 特 征 的 大 容量 生物 反应 器 。 

(3) 分 批 进行 的 生物 反应 过 程 染 菌 率 较 小 。 

分 批 反 应 过 程 的 缺点 是 ， 生 产量 小 ， 发 酵 过 程 为 非 稳 态 ， 不易 控制 ， 反应 过 程 中 当 有 害 
物质 积累 或 基质 以 及 产物 抑制 时 ， 对 细胞 生长 不 利 ， 生 产 率 较 低 ; 细胞 或 酶 的 反应 环境 随时 
间 改 变 ， 产 物 生成 速率 与 反应 时 间 有 关 ; 下 游 产物 分 离 必 须 分 批 进 行 等 。 

本 节 的 主要 内 容 包括 分 批 反应 过 程 动力 学 和 分 批 反应 过 程 优化 。 


8.2.1 分 批 反 应 过 程 曲线 


由 于 多 数 分 批 反应 过 程 在 机 械 搅拌 反应 器 中 进行 ， 因 此 一 般 假 定 分 批 搅 拌 反应 器 中 搅拌 
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的 作用 可 以 使 反应 器 内 物料 的 浓度 达到 分 子 尺度 的 均匀 ， 且 反应 器 内 浓度 和 温度 分 布 均 匀 ， 
这 种 分 批 搅 拌 反应 器 可 称 为 理想 分 批 反 应 器 。 分 批 反 应 器 的 操作 时 间 包 括 进 行 反应 所 需要 的 
时 间 和 进 料 、 灭 菌 、 印 料 、 清 洗 等 所 需 的 辅助 时 间 ， 常 分 别 以 六 和 所 表示 。 分 批 反应 器 设 
计 的 重点 是 确定 反应 时 间 ， 它 由 过 程 的 反应 速率 确定 ， 而 辅助 操作 时 间 则 由 生产 经 验 确 定 。 
分 批 反 应 器 的 有 效 体 积 由 总 操作 时 间 与 单位 时 间 内 反应 物 的 处 理 量 共同 确定 。 

对 于 用 分 批 搅 拌 模式 反应 器 做 物料 衡 算 时 ， 应 掌握 其 两 个 主要 特性 : 一 是 在 反应 wa 
程 中 无 物料 的 输入 和 输出 ; 二 是 由 于 搅拌 的 作用 ， 反 应 器 内 物料 充分 混合 ， 浓 度 均一 ， 而 
反应 物 系 的 浓度 仅 随 反应 时 间 而 变化 。 因 此 可 以 对 整个 反应 器 做 物料 衡 算 : 

反应 组 分 的 转化 速率 = 反应 组 分 的 累积 速率 

dns 

即 : Virs = 一 联网 
式 中 : Vi 为 反应 器 有 效 体积 (L) ; ns 为 组 分 5 的 量 (g) ; rs 为 底 物 S 的 消耗 速率 (gm ， 
本 5 


(8-1) 


六 三 7 x = x Sus) (82) 
式 中 ; cs 为 组 分 S 的 浓度 (g . L7')。 
对 液 相 反应 ， 如 反应 器 有 效 体积 不 随时 间 发 生变 化 ， 则 有 : 
des 
di 


若 反应 开始 组 分 S 的 浓度 以 cs 表示， 分 离 变 量 并 积分 可 得 : 


(8-3) 


rs = 一 


edc， 
5 i (8-4) 
式 中 : 1 为 反应 时 间 (s); cs 为 底 物 S 的 初始 浓度 (gL7')。 
若 设 反应 组 分 的 转化 率 为 Xo， 
ph (8.5) 
Cso 
dds 


rs 


则 式 (8-4) 可 变 为 : 4 = cj (8-6) 


式 中 : X, 为 底 物 S 的 转化 率 。 

式 (8-4) 和 式 (8-6) 为 分 批 搅拌 反应 器 的 基本 方程 ， 表 示 反 应 组 分 转化 至 一 定 程度 
所 需 的 反应 时 间 ， 它 取决 于 反应 速率 的 大 小 ， 反 应 速率 越 大 ， 反 应 时 间 越 少 。 以 下 分 别 计算 
酶 反应 和 细胞 反应 过 程 的 反应 时 间 。 

1) 均 相 酶 反应 过 程 : 如 酶 反应 为 单 底 物 无 抑制 反应 ， 且 动力 学 关系 符合 M - M 方程 ， 
由 式 (8-6) 可 得 


dXs cso [ 太 其 
一 cj Ss | ( Sx, 5 
"Ks 
局 1 

积分 可 得 : Vivits = Ca Xs Am 去 (8-8) 

Cso 
或 : rests = (¢8 68) + Kn (8-9) 

C， 


S 
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可 见 ， 当 要 求 的 底 物 转化 率 一 定时 ， 反 应 时 间 4, 取决 于 初始 底 物 浓度 ， 也 取决 于 与 反 
应 条 件 有 关 的 米 氏 常 数 的 大 小 。 它 们 与 反应 时 间 1 的 关系 有 如 下 两 种 简化 情况 。 
当 cu< 及 时 ， 即 反应 量 一 级 反应 特征 时 : 


三 下 
Tks 忆 了 


当 cs > 及 时 ， 即 反应 呈 零 级 反应 特征 时 : 
Tmaxtr = Cs Xs = cq 一 cs (83 
如 初始 底 物 浓度 以 无 量 纲 浓度 cs /K, 表示 ， 则 反应 时 间 与 初始 底 物 浓度 的 关系 如 图 82 所 
示 。 从 图 中 可 以 看 出 ， 当 cs/K。 值 较 小 时 ， 近 似 为 一 级 反应 ， 在 X 一 定时 ,4, 将 不 随 cs /K。 
值 而 变化 ， 当 cs /K 值 较 大 时 ， 近 似 为 零 级 反应 ， 此 时 1, 将 随 cs,/K, 值 成 正比 例 增加 。 


© 
dl (8-10) 
C 


i | me 1 a 


0 
0.1 05 1 5 10 50 100 


cso/ Km 


图 8-2 不 同 转化 率 下 分 批 反应 时 间 与 csu/ Kn, 的 关系 


对 于 存在 酶 失 活 的 反应 ， 如 果 符 合 一 级 失 活 模型 ， 则 有 : 
max = hace = hace exp( — kat,) (8-12) 
将 其 代入 式 〈8-6) ， 积 分 可 得 到 在 不 同 失 活 速率 下 ， 为 达到 一 定 转化 率 所 需要 的 反应 
时 间 的 关系 式 ， 即 : 


=-n[! “ls 4K ln 己 喜 ) (8-13) 


式 中 : 局 为 酶 失 活 常数 ;cg 为 初始 酶 浓度 (mol * 工 ) ; 户 速率 常数 。 

2) 固定 化 酶 反应 过 程 : 假定 反应 过 程 发 生 在 固定 化 酶 颗粒 内 ， 反 应 速率 不 受 外 扩散 限 
制 ， 但 受 内 扩散 限制 。 设 反应 咒 中 的 空隙 率 〈 液 相 体积 /反应 器 有 效 体积 ) 为 ea ， 则 固定 化 
酶 颗粒 所 占 的 体积 分 数 为 (1 - si)， 在 单位 时 间 内 ,反应 器 中 底 物 的 消耗 量 为 (1 -er) 


队 7rs ， 累 积 项 则 为 反应 器 内 液 相 中 底 物 随时 间 的 变化 率 ， 它 为 eV 和 , 物料 衡 算式 为 


d 
(1 — er)Vrnrs = — erV 


(8-14) 


对 其 积分 可 得 
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一 sd CsoEL [dX 
ee = Cs So | S (8-15) 
1 -er ‘so M's 1 一 so Mrs 
ee VV * dXs 
或 表示 为 : b= ca (8-16) 
于 0 Mrs 


式 中 : Vi 为 固 相 催化 剂 体积 (L) ; Vi 为 液 相 体积 (上 L) ; rs 为 以 催化 剂 体积 为 基准 的 反应 速 
率 (g. L's ); 7 为 内 扩散 有 效 因子 。 
如 反应 速率 以 单位 催化 剂 的 质量 来 定义 ， 并 表示 为 rsw， 则 有 : 
xs dXs 
人 Mrsw 


(8-17) 


式 中 : 为 催化 剂 的 质量 (g) 。 

若 进行 式 (8-15) 和 式 (8-17) 的 积分 ， 则 必须 先 求 出 m -X 关系 。 

通常 当 酶 反应 为 一 级 反应 ， 即 cs <K,, 时 ， 内 扩散 有 效 因子 7 与 转化 率 X, 的 大 小 无 关 ， 
7 为 一 常数 ， 此 时 有 : 


1 一 Er Cso 7 1 
a 交 交 Be 天 ln 二 二 [去 (8-18 ) 


当 固 定 化 酶 的 颗粒 很 小 ， 内 扩散 的 影响 可 以 忽略 时 ， 有 效 因子 mn =1， 则 反应 时 间 可 由 
下 式 计 算 ， 即 : 
二 + 天 ln 二 
3) 细胞 反应 过 程 : 由 于 分 批 反应 家 吕 内 细胞 的 生长 经历 运 滞 期、 指数 生长 期 、 减 速 期 和 
衰亡 期 4 个 阶段 ， 并 且 难 以 用 统一 的 动力 学 方程 来 表示 细胞 生长 的 全 过 程 ， 因 此 总 反应 时 间 
We 其 中 只 有 指数 生长 期 和 减速 期 可 以 采用 下 述 方法 来 确定 其 相应 的 反应 时 间 
， 而 迟滞 期 和 静止 期 所 需 时 间 只 能 根据 实验 来 确定 。 
(1) 若 以 达到 一 定 细胞 浓度 来 确定 所 需 反 应 时 间 ， 假 设 细胞 生长 仅 有 一 种 限制 性 底 物 ， 
且 符 合 Monod 方程 ， 做 该 反应 器 细胞 质量 衡 算 ， 则 得 到 下 式 : 


人 dcx = ior = MmaxCs 
gt 人 


(8-19 ) 


(8-20) 


式 中 ;为 比 生 长 速率 (h…) 。 
当 所 有 底 物 均 消 耗 于 细胞 生长 ， 得 率 系 数 Ys 为 一 常数 ， 则 ; 
cx = cx + Ys(cs, — Cs) (8-21) 
式 中 : cs 、cx 为 指数 期 开始 的 底 物 浓度 、 细 胞 浓度 (gL!'); cs、cx 为 指数 期 结束 时 的 底 
物 浓度 、 细 胞 浓度 (g . L”); Ys 为 细胞 对 底 物 的 得 率 系数 。 
将 式 (8-21) 代入 可 得 : 


c (cx -cx ) 
So We Xx Xo 


We 
Ks+ces -ycx — Cx) 
WS 


R Yscs, 一 cx + Cxo 
或 . = -22 
或 ; KF = Vax RS 二 Yyscs, -Cx+cx 08522) 


将 式 (8-22) 代入 式 (8-20) ， 并 积分 可 得 
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x 了 xs 天 。 十 Yyscs 一 cx 十 C 
pts = -dc (8-23) 
cx Yscs, 一 cx + Cxo 全 
分 部 积分 可 得 反应 时 间 的 计算 式 : 
Wts = AIn SE - Bln (8-24) 
Cxo cs 
he _ JR 二 Yyscs, 十 cxo (8.25) 
人 Yyscs, + cx 
Wak 
DE (8-26) 
Yscs, + cxo 


当 cx 已 知 ， 则 cs 确定 ， 可 根据 式 (8-24) 求 出 反应 时 间 4。 
车 以 二 -cx 对 应 作 图 ， 如 图 8-3 所 示 ， 图 中 曲线 采用 Monod 方程 求 出 ， 曲 线 下 所 包围 
面积 为 1.。 


细胞 浓度 (cx) 
图 8-3 ” 作 图 法 求 细胞 分 批 培 养 时 间 万 


当 cs 之 Ks 时 ,人 = Mnax ， 式 (8-20) 积分 得 : 


Jat = In 2 (8-27) 
Cxo 
或 cx = Cxoexp( Wmaxt:) (8-28) 


为 一 指数 生长 曲线 。 
如 果 考 虑 存在 细胞 死亡 ， 则 有 : 
cx = cxoexp[ (Vmax — ka) i] (8-29) 


当 es<Ks 时 ,j= 人 ， 则 有 : 
Ss 


CsoCx 


fot, = Tn (8-30) 


Yyscxo ” 
为 一 S 型 生长 曲线 。 
(2) 车 以 底 物 的 消耗 程度 确定 i;;,， 则 根据 其 质量 平衡 式 ， 假设 底 物 消耗 于 细胞 生长 、 维 
持 能 和 产物 生成 ， 且 cs Ks， 则 jw = 人 几 。， 并 有 : 
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— des ( dp ) 
a (8-31) 
di 7c ps 


式 中 : 工 e 为 理论 细胞 得 率 ; Ys 为 理论 产物 得 率 。 
若 忽略 细胞 死亡 ， 即 后 =0， 则 上 式 可 表示 为 : 


-des E YP ) 

一 三 | 二 PC 2) (8-32) 

d Ye Ys 让 

当 括 号 内 为 常数 ， 积 分 可 得 : 

cs 一 人 C 

Nats = ln|l1+ 人 (8-33) 
Es qe ms 
Ye HmaYp/s Mmax 


该 式 为 1, -cs 关系 式 。 
(3) 若 以 产物 的 生成 程度 确定 :,， 同 样 根据 其 质量 平衡 式 ， 目 cs Ks,h = ws ， 则 有 : 
dcp 


本 = gecx = gscxoexp (Wmax! ) (8-34) 
式 中 : es 为 产物 浓度 (g: L-')。 
当 gq, 为 常数 ， 职 分 可 得 : 
1 二 训 (8-35) 
cxogp 


该 式 为 1, -cp 关系 式 。 
若 细 胞 生长 存在 产物 抑制 时 ， 即 存在 关系 式 (8-36) 和 式 (8-37): 


从 = Wmax(l — kpcp) (8-36) 
i = pe (1 于 | (8-37) 
人 
|» 一 一 cp 人 5 一 ， 
此 时 : 忘 we 人 -十 Ete (8-38) 


上 述 各 式 中 , 为 产物 抑制 速率 常数 ，cp 为 细胞 停止 生长 时 的 产物 浓度 ，n 为 产物 的 抑 
制 指数 , yi 为 表 观 最 大 比 生长 速率 。 


假设 c,> 及 ,nm =1， 则 : rx = po (1 Es (8-39) 
Pox 
且 有 : Cp 一 cm = Ypx(Cx — cx) 
则 ; Se i — cp,) (8-40) 
re = Yoxrx = po (1 Ee je -cm + Ypxcxo) (8-41) 
同样 积分 可 得 : 四 
Haat = ee cx cron ~ Cr (8-42) 


Cp 一 cpo 十 了 pxcxo or — Cp) 
该 式 表 示 了 有 产物 抑制 时 的 1. -cx 的 关系 式 。 

细胞 生长 反应 动力 学 复杂 时 ， 亦 可 用 数值 积分 来 求解 ， 以 求 得 ok 、cs 和 ce 随时 间 的 变 
化 曲线 。 
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8.2.2 分 批 反 应 过 程 优 化 


无 论 是 酶 催化 反应 ， 还 是 细胞 反应 ， 总 是 希望 以 最 小 的 费用 来 获得 最 大 的 利益 。 作 为 优 
化 目标 的 函数 ， 可 以 取 产 量 、 生 产 率 和 利润 ， 也 可 以 对 这 些 指 标 进行 多 目标 函数 优化 。 最 优 
化 的 变量 有 反应 结束 的 时 间 即 反应 时 间 1,、 培 养 基 组 成 、 温 度 、pH 等 。 

对 简单 的 酶 催化 反应 ， 在 进行 分 批 操 作 反 应 时 ， 其 考虑 的 变量 是 反应 时 间 4, 值 ， 因 在 
分 批 操 作 中 ， 每 一 操作 周期 都 包括 反应 时 间 和 辅助 时 间 。 对 一 定 反 应 和 反应 器 ， 其 辅助 时 间 
是 一 定 值 。 在 反应 过 程 中 ， 反 应 底 物 浓度 是 逐渐 下 降 的 ; 反应 产物 的 生成 速率 随 着 底 物 浓度 
的 降低 而 下 降 。 随 着 反应 时 间 的 延长 ， 底 物 的 转化 率 会 随 之 提高 ， 产 品 产量 亦 会 增加 ， 但 是 
以 单位 操作 时 间 计 算 的 产物 产量 并 不 一 定 增加 。 所 以 ， 若 以 单位 操作 时 间 的 产物 产量 作为 目 
标 函 数 ， 就 必然 存在 一 个 最 优 反 应 时 间 ， 而 使 该 函数 值 为 最 大 。 


对 一 定 反应 S 一 P: 
若 反 应 器 有 效 体积 为 V; ， 辅 助 操 作 时 间 为 t, ， 产 物 浓度 为 ec。 ， 则 单位 操作 时 间 的 产物 
产量 为 : i (8-43) 
t+ 


使 ,最 大 的 条 件 是 其 对 反应 时 间 4, 的 导数 为 替 ， 即 : 


lc 
(6 二 志 》 ee 
Ue "| "ds, | = 和 (8-44) 
dt (t+ tb)? 
d 
所 以 : 2 (8-45) 
dt. tm + 


式 中 : 4, 为 最 优 反应 时 间 (s) 。 

式 (8-45) 即 为 单位 时 间 产 物产 量 为 最 大 的 必要 条 件 ， 由 此 可 求 出 最 优 反 应 时 间 4 。 
求法 可 用 解析 法 或 图 解法 ， 后 者 较 方便 。 下 面 用 图 解法 求解 。 

首先 作出 反应 时 间 4 与 cs 的 关系 曲线 ， 并 将 其 换算 为 1, 与 c; 的 关系 曲线 ， 如 图 8-4 所 
示 。 过 原点 沿 横 轴 负 方向 截取 04 =4,， 然 后 自 4 ( -4,0) 作 cr -4 曲线 的 切线 4B， 则 8 
点 所 对 应 的 时 间 即 为 最 优 反应 时 间 。 由 图 中 可 以 看 出 ， 最 优 反应 时 间 下 产物 浓度 为 6,,， 
切线 4B 的 斜率 也 等 于 dcp/di,。 


[1 
Cs Cp 


8-4 使 生产 率 最 高 的 最 优 时 间 图 解 


需要 指出 的 是 ， 上 述 结果 是 以 单位 时 间 产 物产 量 最 大 为 目标 函数 的 ， 如 果 以 消耗 原料 
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最 少 作为 目标 函数 ， 则 反应 时 间 傅 长， 原料 消耗 愈 少 。 因 此 ， 优 化 目标 函数 不 同 ， 结 果 也 就 

i 这 一 点 务必 注意 。 综 合 考 卡 各 方面 的 因素 ， 应 以 生产 费用 最 低 作为 优化 目标 函数 较 适 
。 若 设 单位 时 间 内 反应 操作 费用 为 a,， 辅 助 操作 费用 为 a,， 固 定 资产 折旧 费 为 aj， 产物 

en 


Qt 十 CQbt 加 + ar 


cr = Ve (8-46) 
要 使 生产 成 本 最 低 ， 应 使 dcr/di, = 0 。 
d 
至 7 dcp — (ls + apty + ar) | =0 (8-47) 
dep _ cp 
则 : di 有 + (apty + ar)/a, C3-48) 
采用 和 图 8-4 相同 的 方法 求 出 1, 值 。 
对 某 些 简单 的 反应 ， 还 可 用 解析 法 求 出 最 佳 反应 应 时 间 。 
假定 某 反 应 服从 M - M 方程 ， 且 不 考虑 酶 的 失 活 ， 产 物 初 始 浓度 cv =0， 则 有 : 
_ dcp _ TmaxCs,opt _ Cso ~ CS,opt 
a (3°49) 
式 中 ; cv， 为 最 佳 基质 浓度 (g .L-0) 。 
若 以 转化 率 表示 ， cm = cal — Xo) 
代入 式 (8-49) 得 到 : 
ath 灿 th) 加 中 二 (8-50) 
又 因为 对 M -MM 方程 ,有 式 (8-8)， 将 其 代入 式 〈8-50) ， 经 整理 可 得 下 式 : 
至 Xs 1 
Ce i + Ino ) (8-51) 


S,opt S,opt 


根据 式 (8-51) 确定 最 佳 转化 率 X,, 值 ， 再 代入 式 (8-50) ， 进 而 求 出 4 i 值 。 
8.3 ”连续 反应 过 程 


1949 年 莫 诺 改变 了 分 批 反 应 过 程 ， 建 立 了 连续 反应 过 程 。 所 谓 连续 反应 过 程 ， 即 是 以 
一 定 速率 不 断 地 向 混合 均匀 的 反应 器 中 供给 新 鲜 的 基质 ， 同 时 等 量 地 排出 反应 液 ， 维 持 反 应 
器 中 液 量 一 定 的 培养 方法 。 理 论 上 ， 连 续 反应 过 程 可 无 限制 地 进行 下 去 。 an 
化 的 分 批 反 应 过 程 不 同 ， 在 连续 反应 过 程 中 ， 酶 或 者 是 细胞 所 处 的 环境 条 件 如 底 物 浓度 、 
物 浓度 、p H、 细 胞 浓度 等 可 不 随时 间 的 变化 而 改变 ， 保 持 稳 定 状 态 。 因 此 应 用 连续 反应 过 
程 ， 使 用 各 种 限制 性 培养 技术 ， 就 可 以 建立 起 高 度 选择 性 的 培养 环境 ， 这 就 为 研究 酶 或 者 微 
生物 对 环境 因子 的 响应 、 在 最 佳 环境 条 件 下 取得 最 好 的 培养 结果 提供 了 一 种 独特 的 研究 工具 
和 方法 。 因 此 连续 反应 过 程 在 生物 化 学 工程 领域 日益 受到 重视 和 被 广泛 地 应 用 


8.3.1 连续 过 程 的 动力 学 特点 


连续 反应 过 程 在 反应 开始 阶段 经 历 反 应 条 件 发 生变 化 的 过 渡 期 然后 由 于 以 相同 的 速率 
续 进 料 和 出 料 ， 反 应 条 件 达 到 稳定 态 ， 如 图 8-5 所 示 。 这 种 反应 条 件 和 系统 的 状态 不 随时 
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间 变 化 的 特性 是 连续 反应 过 程 与 分 批 反 应 过 程 和 半分 批 半 连 续 反 应 过 程 的 主要 差别 。 因 此 
连续 反应 过 程 在 以 下 各 点 表现 其 优越 性 。 


稳定 其 


1 
1 
1 
1 
y 
1 
1 
1 
1 
1 
十 1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 


反应 时 间 
图 8-5 连续 反应 过 程 的 状态 变 


(1) 连续 反应 过 程 有 利于 过 程 的 研究 与 分 析 : 由 于 以 保持 过 程 的 变量 与 参数 始终 恒定 
的 目的 进行 操作 ， 因 此 可 以 通过 确定 比较 基准 ， 对 反应 系统 的 任何 变量 或 参数 的 微小 变化 作 
出 估计 。 例 如 ， 对 细胞 培养 过 程 ， 通 过 改变 生长 限制 性 营养 物 组 成 ， 就 可 研究 细胞 组 成 和 代 
谢 活性 的 变化 。 连 续 反 应 的 稳定 态 也 为 通过 质量 平衡 测定 反应 动力 学 参数 和 速率 提供 方便 。 

(2) 对 连续 反应 可 进行 高 效 的 过 程控 制 : 对 细胞 培养 过 程 ， 连 续 培 养 时 通过 调节 和 营养 
物 的 加 入 速率 ， 可 以 调节 细胞 的 生长 、 代 谢 产物 的 生成 速率 和 控制 细胞 浓度 。 在 连续 培养 
时 ， 可 以 向 反应 器 内 不 断 加 入 新 鲜 的 营养 物 ， 同 时 有 害 代谢 产物 不 断 被 稀释 排出 ， 培 养 过 程 
可 连续 稳定 地 进行 下 去 。 对 混合 菌 的 培养 过 程 ， 采 用 分 批 培养 难以 控制 各 种 细胞 的 相对 含 
量 ， 而 连续 培养 则 有 可 能 维持 其 不 变 。 

(3) 连续 反应 过 程 的 产品 质量 稳定 : 由 于 进行 稳定 态 操 作 ， 反 应 条 件 稳定 ， 因 此 可 以 

免 分 批 操作 的 各 批 次 间 的 差别 ， 以 控制 产品 质量 。 

(4) 连续 反应 过 程 的 生产 效率 较 高 : 相对 分 批 反应 过 程 ， 连 续 反 应 过 程 没有 辅助 操作 
时 间 ， 并 且 可 选择 反应 速率 最 大 时 的 反应 条 件 ， 因 此 单位 反应 体积 的 产物 生成 速率 可 达到 最 
大 。 由 于 连续 操作 效率 较 高 ， 控 制 稳定 ， 操 作 费 用 也 较 低 。 

连续 反应 过 程 也 存在 一 些 缺 点 : 例如 ， 它 对 细胞 生长 时 同步 产生 的 代谢 副 产 物 的 生成 不 
能 控制 ; 操作 周期 过 长 ， 容 易 受到 杂 菌 污染 ; 需要 使 用 费用 较 高 的 检测 手段 和 控制 设备 等 。 

生物 反应 器 使 用 连续 操作 的 主要 目的 是 利用 其 产品 质量 稳定 、 生 产 效 率 较 高 、 适 合 于 大 
批量 生产 的 特点 。 已 成 功 应 用 的 典型 例子 有 : 使 用 气 升 式 反应 器 的 大 规模 单 细 胞 蛋白 的 生 
产 、 固 定 化 葡萄 糖 异 构 酶 催化 的 高 果糖 浆 的 生产 、 对 废水 的 生物 处 理 过 程 。 


8. 3.2 连续 反应 过 程 的 动力 学 响应 (过 程 参数 变化 对 平衡 的 影响 ) 


1. 理想 流动 反应 器 模型 ”根据 连续 操作 反应 器 中 物料 的 流动 情况 ， 可 建立 两 种 理想 流 
动 反应 器 模型 ， 即 全 混流 反应 器 ( CSTR) 和 平 推 流 反应 器 (CPFR) 。 前 者 是 连续 操作 的 机 
械 搅拌 模式 反应 器 的 理想 模型 ， 而 后 者 的 实际 反应 器 型 式 有 连续 操作 的 管 式 反应 器 、 管 式 固 
定 床 反应 器 和 和 气体 搅拌 的 塔 式 反应 器 等 。 以 下 分 别 介绍 这 两 种 反应 器 模型 及 其 基本 设计 
方程 。 

全 混流 反应 器 模型 的 主要 特征 是 : 在 以 相同 的 速率 稳定 地 进 料 和 出 料 的 条 件 下 ， 反 应 器 
有 效 体 积 、 反 应 物 系 组 成 均 不 随时 间 发 生 改 变 ， 反 应 物料 在 空间 上 达到 完全 混合 ， 并 且 与 出 
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料 组 成 相同 (图 8-6)。 


人 

Wo no 
Cso | | | Cs 
Cx 
0 a Cp 

一 到 

Ve Cx 

Cp 


图 8-6 全 混流 反应 器 模型 
假定 CSTR 中 进行 等 温 均 相 反应 ， 反 应 器 有 效 体积 恒定 不 变 ， 其 基本 设计 方程 为 : 
流入 速率 = 流出 速率 + 反应 消耗 速率 + 累积 速率 
对 底 物 S 的 物料 衡 算式 为 : 
Vocs, = Vocs + rsVr + Sy, (8-52) 
式 中 : VW 为 进 料 流量 (LL. s™'); cs 、cs 为 进 料 、 反 应 融 中 的 底 物 浓度 (gL"!); Vi 为 反 
应 器 有 效 体积 (L) 。 


d 
在 连续 稳定 态 时 ,> = 0 ， 由 式 (8-52) 可 得 : 
V Ca = 
= 上 = 卫 (8-53) 
Vo Ts 


式 中 : 7, 为 CSTR 的 空 时 ， 等 于 物料 在 反应 器 中 的 平均 停留 时 间 (s)。 

空 时 的 倒数 称 为 空 速 (s-!) ， 表 示 单 位 反应 器 体积 的 物料 处 理 量 。 

在 已 知 某 反 应 的 动力 学 方程 时 ， 以 反应 速率 的 倒数 与 cs 作 图 ， 式 (8-53) 图 解 积 分 计 
算 如 图 8-7 所 示 。 图 中 阴影 面积 等 于 空 时 7。 。 


hk 


O cs Cso 


cs 
8-7 CSTR 设计 式 的 图 示 
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平 推 流 反 应 器 模型 的 特征 是 : 流体 微 元 在 反应 过 程 中 沿 流动 方向 以 相同 的 速度 向 前 移 
动 ， 与 流动 方向 垂直 的 截面 上 物料 的 组 成 均一 ， 反 应 器 内 的 参数 不 随时 间 变 化 (图 8-8)。 


dVR 


Cso cs cs+dcs cs 
二 ee 


0 0 有 


8-8 平 推 流 反 应 器 模型 
CPFR 的 物料 衡 算 需 考虑 反应 器 中 组 分 浓度 在 流动 方向 上 的 变化 ， 若 在 流动 方向 上 取 长 
度 为 4、 体积 为 dV 的 微 元 体 对 底 物 做 物料 衡 算 ， 则 有 : 


1 
Wcs = Vo(cs + dcs) +rsda + ds (8-54) 


态 操 作 时 ， = 0， 于 是 ， 


— Vodes = rsdVe 
对 整个 反应 器 ， 有 : 


cs dcs 人 1 
一 一 = =dV, 8-55 
Be | 让 
V ‘so dc 
即 ; i (8-56) 
”hh | Us 


式 中 : rp 为 CPFR 的 空 时 ， 等 于 物料 在 CPFR 中 的 平均 停留 时 间 (s)。 
对 式 (8-56) 的 图 解 积分 计算 ， 如 图 8-9 所 示 。 图 中 阴影 面积 等 于 空 时 rp 。 


4 


图 8-9 CPFR 设计 式 图 示 


从 上 述 两 种 模型 方程 可 见 ， 由 于 CSTR 和 CPFR 的 流动 状态 不 同 ， 两 者 表现 出 不 同 的 操 
作 特 性 。 这 种 差别 的 原因 是 不 同 的 流动 状态 造成 反应 器 内 物料 的 混合 状况 不 同 ， 如 图 8-10 
所 示 。 对 全 混流 反应 器 ， 进 入 反应 器 的 反应 物 与 反应 器 内 主体 物料 发 生 混合 ， 组 分 浓度 被 稀 
释 。 而 对 平 推 流 反 应 器 ， 由 于 在 流动 方向 上 不 存在 流体 微 元 体 的 反 向 混合 ， 底 物 浓度 由 反应 
器 进口 的 最 高 值 逐 渐 降低 为 出 口 的 最 低 值 ， 组 分 浓度 仅 受 反应 的 影响 。 
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对 理想 流动 反应 器 的 流动 混合 ， 可 以 从 流体 微 元 体 停留 时 间 分 析 。 在 全 混流 反应 器 中 ， 刚 
进入 反应 器 的 新 鲜 物 料 与 存留 在 器 内 的 物料 以 不 同 的 停留 时 间 瞬 间 达 到 完全 混合 ， 各 个 微 元 体 
在 反应 器 中 停留 时 间 并 不 都 相同 ， 形 成 了 停留 时 间 分 布 。 这 种 停留 时 间 不 同 的 微 元 体 之 间 的 混 
合 ， 一 般 称 为 返 混 。 全 混流 反应 器 的 返 混 达 到 最 大 。 对 平 推 流 反 应 器 ， 通 过 反应 器 的 微 元 体 沿 
同一 方向 以 相同 的 速度 向 前 移动 ， 所 有 微 元 体 在 反应 器 中 的 停留 时 间 都 相同 ， 因 此 平 推 流 反应 
器 的 返 混 为 零 (图 8-10) 。 实 际 的 连续 操作 生物 反应 器 中 并 不 具有 这 两 种 极端 的 流动 与 混合 特 
性 ， 但 是 对 理想 流动 反应 器 的 操作 特性 的 分 析 却 是 实际 生物 反应 器 的 设计 基础 。 


Cso 
EE 
尝 底 物 浓度 
产物 浓度 
O 空间 位 置 O 流动 方向 
(a) (b) 


8-10 全 混流 反应 器 和 平 推 流 反应 器 中 的 浓度 分 布 
(a) 全 混流 反应 器 ; (b) 平 推 流 反应 器 


2. 酶 反应 时 的 单 级 CSTR 在 CSTR 中 进行 的 酶 反应 过 程 ， 反 应 器 的 操作 特性 取决 于 酶 
反应 的 动力 学 特性 。 对 一 定 的 反应 ， 若 反应 器 中 总 酶 量 一 定 ， 反 应 的 空 时 主要 取决 于 反应 条 


件 、 底 物 的 初始 浓度 和 酶 浓度 。 
对 均 相 酶 反应 ， 若 其 动力 学 符合 M- M 方程 ， 将 其 动力 学 方程 代入 式 (8-53) ,计算 可 得 : 


Cso 一 Cs 
TraxTm = (Cs 一 cs) + Ko (8-57) 
车 以 底 物 的 转化 率 X, 表示 ， 式 (8-57) 可 变 为 
rots -Ce EEK, 一 (8-58) 
对 底 物 抑制 的 酶 反应 ， 则 有 : 
rasTn = CXs + Ko -和 + (x -XX2) (8-59) 
式 中 : Ks 为 底 物 抑制 的 解 离 常数 (mol . m 一) 。 
若 为 竞争 性 产物 抑制 ， 则 为 
Xs K, Ds 
TmaxTm = CsoXs + kK, -元 + K, 六 TX. (8-60) 
式 中 : K; 为 产物 抑制 的 解 离 常数 (mol . m3)。 
若 为 非 苑 争 性 产物 抑制 ， 则 为 
让 下 下 
rr = eu 0 ee (8-61) 
5 s s 
如 果 为 固定 化 酶 反应 ， 由 于 有 液 固 两 相 和 内 扩散 的 影响 存在 ， 底 物 的 物料 平衡 式 为 
Vocs, = Vocs + (1 — er) Vrmrrsp (8-62) 


式 中 : rsp 为 以 固定 化 酶 颗粒 体积 为 基准 所 定义 的 催化 反应 速率 ; er 为 液 相 体积 分 数 ; mr 为 固 
定 化 酶 总 有 效 因子 。 
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人 
Tm (1 — BL) NTsp (8503) 
当 ro, 仍 符合 M - M 动力 学 时 ， 则 式 (8-63) 可 表示 为 
Xs 
m] 于 去 (8-64) 
由 于 反应 器 中 有 效 体 积 包括 液 相 体积 V. 和 固定 化 酶 体积 Vs， 所 以 Vs = V+ Vs， 因 此 空 
时 7。= 71 + Ts ， 其 中 液 相 停留 时 间 r 的 计算 式 为 


FT (lB) mi = csuXs 十 天 


二 7 (8-65) 
如 果 反 应 速率 以 固定 化 酶 单位 质量 为 基准 ， 则 有 : 
_ WW csXs 

We Vo Mrsw 0 


式 中 : rw 为 空 时 ; rsw 为 以 固定 化 酶 质量 为 基准 定义 的 催化 反应 速率 。 

3. 细胞 反应 时 的 单 级 CSTR 

(1) 简单 的 单 级 CSTR 操作 特性 : 在 进行 细胞 反应 时 ， 根 据 达到 稳定 状态 的 方式 不 同 ， 
此 种 形式 的 连续 反应 过 程 可 分 为 两 种 : 一 种 是 在 没有 任何 反馈 控制 机 构 时 ， 以 一 定 不 变 的 流 
量 供 给 培养 基 ， 通 过 细胞 自身 的 催化 的 性 质 而 达到 稳定 的 操作 状态 。 其 特征 是 营养 物 浓度 保 
持 不 变 。 这 种 控制 方式 也 称 为 外 部 控制 。 另 一 种 方式 是 在 有 反馈 控制 机 构 条 件 下 ， 控 制 培养 
基 的 加 料 速率 ， 以 维持 反应 器 内 细胞 浓度 为 一 定 。 前 者 常 称 为 恒 化 器 ， 后 者 常 称 为 恒 浊 器 。 
由 于 前 者 控制 简单 ， 在 实际 应 用 中 占 绝 大 多 数 。 

在 CSTR 中 进行 细胞 反应 时 ， 过 程 能 够 达到 稳定 操作 的 原因 : 一 方面 是 细胞 的 自 催化 特 
性 ; 另 一 方面 是 CSTR 的 返 混 性 质 。 因 此 ， 只 要 反应 器 内 有 细胞 存在 ， 即 使 加 入 的 培养 基 中 
不 含有 细胞 ， 在 一 定 的 加 料 流量 范围 内 ， 细 胞 就 能 生长 并 达到 稳 态 。 

对 单 级 CSTR 的 连续 培养 ,假定 培养 液 混 合 均 匀 ， 则 通用 衡 算 方程 为 


细胞 : 流出 = 流入 + 生长 + 累积 量 
底 物 : 流出 = 流入 -消耗 + 累积 量 
产物 : 流出 = 流入 + 生成 + 累积 量 
因此 有 以 下 衡 算 方程 组 
d(cxV. 
细胞 : 和 = Vo(cx, - cx) + rxVa (8-67) 
d(csVa) _ 
底 物 : dr = Voles, ~ cs) ~— rsVa (8-68) 
产物 : 人 = 而 (cn - ce) + reVe (8-69) 
连续 培养 在 稳定 态 操作 时 一 般 体 积 不 发 生变 化 ， 即 ; 
dVs 
0 (8-70) 
于 是 上 述 各 式 可 变 为 
dcx 
a D(cx, 一 cx) +rx (8-71) 
dcs 
十 D(cs, -cs) -rs (8-72) 
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es 8.73 
二 (cm — Cp) +rp (8-73) 
式 中 : D 为 稀释 率 (s "或 h')。 
稀释 率 为 加 料 流量 VW 与 反应 器 有 效 体 积 之 比 ， 也 就 是 空 速 ， 即 : 
p= 豫 (8-74) 
由 于 单 级 CSTR 的 连续 培养 多 以 恒 化 器 方式 操作 ， 故 以 下 主要 讨论 恒 化 器 的 操作 特性 。 
简单 反应 时 CSTR 的 操作 特性 : 当 cx = 0 时 ， 由 式 (8-71) 可 得 细胞 的 质量 衡 算式 为 


三 ( 凡 一 也 )cx (8-75) 
式 中 ;为 细胞 的 比 生长 速率 (h-!) 。 
又 由 稳 态 条 件 ,dex = 0 ， 于 是 由 式 (8-75) 可 得 : 


di 
起 二 加 (8-76) 
式 (8-76) 具有 重要 意义 ， 它 表示 了 人 恒 化 器 的 主要 操作 特性 ， 即 恒 化 器 稳定 态 时 细胞 生 
长 比 速 率 与 稀释 率 相等 。 这 表明 ， 在 连续 培养 时 ， 通 过 改变 培养 基 的 加 入 速率 就 可 控制 细胞 
的 生长 速率 。 比 生长 速率 是 细胞 的 生长 特性 ， 在 分 批 培养 中 一 般 无 法 人 为 控制 ， 而 稀释 率 是 
反应 器 的 操作 特性 , yw = D 表明 可 以 改变 供给 培养 基 的 流量 ， 对 细胞 的 比 生 长 速率 多 加 以 控 
制 。 在 CSTR 中 ， 反 应 器 的 操作 特性 与 细胞 的 生长 特性 联系 在 一 起 ， 因 此 可 以 利用 CSTR 对 
微生物 进行 生理 学 以 及 遗传 学 方面 的 研究 ， 以 定量 地 解析 环境 因素 在 生理 学 、 生 物化 学 以 及 
遗传 学 方面 对 微生物 的 影响 ， 这 是 CSTR 的 一 个 很 重要 的 应 用 。 
如 果 细 胞 的 生长 符合 Monod 形式 , 式 (8-76) 可 表示 为 


D = = Wn (8-77) 
所 以 ， 恒 化 器 培养 时 底 物 浓度 cs 可 由 式 (8-78) 计算 ， 即 ; 
= KsD 8-78 
“sh. =D (8-78) 
细胞 浓度 的 计算 式 为 sp ed (8.79) 
, KD 
由 式 (8-78) 可 得 : cx = Yra (os -2 | (8-80) 


CSTR 中 稀释 率 对 底 物 浓度 cs 和 细胞 浓度 cx 的 影响 见 图 8-11。 

从 图 中 可 以 看 出 ， 当 DD 值 较 小 时 ， 随 着 D 的 增加 ，cs 逐渐 在 增加 ， 当 D 值 较 大 时 ，cs 
将 迅速 上 升 ， 当 D 达到 某 一 值 ( 即 临 界 稀释 率 De) 时 ，cs = cs ， 流 出 反应 器 的 物料 中 基质 
浓度 等 于 流入 反应 器 的 物料 中 基质 浓度 ， 此 为 CSTR 的 操作 上 限 。 

对 cy 与 刀 的 关系 ， 当 刀 值 较 小 时 ， 反 应 器 内 细胞 浓度 较 高 ， 随 刀 的 增加 ，cx 在 逐渐 下 
降 ， 当 DD 增 大 到 临界 值 D. 时 ，c =0， 流 出 反应 器 的 物料 中 已 无 细胞 。 

临界 稀释 率 D.: 当 CSTR 达到 稳 态 操作 时 , = D ， 但 是 ， 要 达到 稳 态 操作 有 一 前 提 条 
件 ， 即 不 能 超过 连续 培养 系统 的 临界 稀释 率 。 所 谓 临 界 稀释 率 ， 即 流出 反应 器 的 物料 中 基质 
浓度 等 于 流入 反应 器 的 物料 中 的 基质 浓度 ， 此 时 的 稀释 率 称 为 临界 稀释 率 De。 
Cs 


SO 
C 


(8-81) 
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8-11 恒 化 器 操作 特性 示意 图 


在 CSTR 中 ， 随 着 刀 的 增 大 ， 流 出 反应 器 的 物料 中 基质 浓度 逐渐 增 大 ， 当 cs = cs 时 ， 
生物 反应 尚未 来 得 及 进行 ， 基 质 已 被 冲 出 反应 器 ，CSTR 的 出 口 物料 中 以 及 反应 器 内 的 细胞 浓 
度 为 零 ， 此 时 的 操作 已 失去 了 实际 意义 ， 此 时 的 操作 状态 称 为 “ 洗 出 ”状态 。 只 有 在 临界 稀 
释 率 以 下 ， 反 应 器 才能 达到 稳定 操作 状态 ， 相 应 于 临界 稀释 率 De 的 临界 比 生长 速率 me : 

cs 
Ks + ces, (3582) 

以 上 讨论 了 Monod 动力 学 恒 化 器 操作 特性 ， 但 不 少 实际 过 程 对 这 种 理想 的 情况 有 偏离 ， 
原因 包括 非 理 想 混 合 、 底 物 和 产物 抑制 、 氧 对 细胞 生长 的 限制 、 细 胞 维持 代谢 和 死亡 、 在 反 
应 器 壁 上 的 黏附 等 情况 。 这 些 影 响 作 用 均 使 恒 化 器 的 操作 效率 下 降 。 

(2) 底 物 抑制 时 CSTR 的 操作 特性 : 在 细胞 生长 受到 底 物 抑制 时 ， 只 有 当 稀 释 率 明显 降 
低 时 ， 连 续 操 作 才 能 进行 。 

如 对 兖 争 性 底 物 抑制 : 


Kc = De = Nm 


De = wu 一 一 人 一 (8-83) 
& 人 1 条 全 六 cs, 
有 抑制 时 的 临界 稀释 率 De 要 比 无 抑制 时 低 。 
对 反 竞争 性 底 物 抑制 ， 不 但 临界 稀释 率 De 较 低 ， 而 且 存在 多 种 操作 稳定 态 的 问题 。 现 
在 研究 以 获得 最 大 比 生长 速率 为 目标 进行 连续 培养 的 情况 。 
细胞 达到 最 大 生长 比 速率 的 稀释 率 可 由 稳 态 条 件 求 得 ， 即 ; 


De CSs,opt 了 (8-84) 
Ks 十 cs + 2 
S S,op! Ks 
相应 的 底 物 浓度 为 
cs = VKRKs (8-85) 
; 1 | fn 作 2 
或 csom = 万 ss - 1 Ks [ss _ 1 K? -~ 4KsKs (8-86) 


在 此 稀释 率 条 件 下 对 底 物 的 质量 衡 算 可 得 : 
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D(cs — csom) = rs (8-87) 

式 (8-87) 为 培养 液 中 底 物 浓度 为 c,, 时 的 操作 特性 方程 。 对 底 物 浓度 为 cs 的 一 般 情 

况 ， 式 (8-87) 中 cs 变 为 cs。 因此 应 该 可 从 D(cs - cs) -cs 与 rs -cs 函数 关系 得 到 稳 态 
操作 点 (图 8-12 中 cs 为 底 物 消耗 速率 最 大 时 的 底 物 浓度 ) 。 


图 8-12 ” 反 竞 争 性 底 物 抑制 细胞 生长 的 连续 培养 的 稳定 态 


图 8-12 中 直线 表示 D(cs -cs )-cs 关系 ， 曲 线 表 示 rs-cs 关系 。 两 者 的 交叉 点 a、B 和 7 为 
操作 的 稳定 态 ， 所 对 应 的 底 物 浓度 为 稳定 态 浓度 。 从 图 中 还 可 以 看 出 该 系统 可 能 存在 多 个 稳 
态 ， 或 者 说 实际 上 并 不 能 完全 由 稀释 率 使 反应 器 的 底 物 浓度 稳定 于 cs 。 当 反应 器 内 实际 
底 物 浓度 cs 小 于 定 态 浓 度 cx 时 ， 过 程 状 态 处 于 a 点 的 左 侧 ， 直 线 位 于 曲线 上 方 ， 即 : 

D(cs — a 

底 物 消耗 速率 rs 小 于 其 加 入 速率 ， 此 时 过 程 将 向 cs 增加 的 状态 移动 ， 直 至 达到 cs,。 
图 8-12 中 操作 点 a 和 是 稳定 的 ，B 点 是 不 稳定 的 ， 因 为 8 点 的 左 侧 曲线 位 于 直线 上 
方 ， 即 ; 

D(cs, = < Es 

底 物 的 消耗 速率 rs 大 于 底 物 加 入 速率 ， 引 起 反应 器 内 底 物 浓度 的 降低 ， 过 程 将 向 底 物 
浓度 趋 于 cs 的 方向 移动 。 在 非 固定 化 培养 时 ， 系 统 不 可 能 稳定 于 y 点 ， 因 为 在 cs 的 浓度 水 
平 ， 生 长 速率 会 很 低 ， 会 发 生 细胞 的 洗 出 。 

(3) 产物 生成 与 抑制 时 的 操作 特性 : 对 培养 过 程 中 的 产物 生成 ， 可 由 对 产物 的 质量 平 
衡 进行 衡 算 ， 即 : 


d 

Voce, + reVa = Voce + Vi 了 (8-88) 
一 般 情况 下 ，cw =0， 在 稳定 态 时 ， 

ry. = -Des (8-89) 

r 中 gp 
gy. 所 而 二 万 Jex = i (8-90) 

KD 

或 ， =Y 三 一 Em ) 8-91 
Cp ps(cs cs) PS Cso DB ¢ » 


上 述 推 导 是 假定 产物 的 生成 类 型 属于 生长 相关 型 ， 产 物 浓度 cp 与 稀释 率 D 的 相互 依赖 
关系 类 似 于 cx 与 D 的 关系 (图 8-11)。 如 果 gy 与 生长 速率 无 关 ， 则 产物 浓度 cj 与 稀释 率 D 
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成 反比 ， 并 且 其 Des 值 在 较 宽 稀释 率 下 恒定 (图 8-13 (a) ) ; 如 果 为 部 分 相关 型 ，cr 与 D 的 
关系 见 图 8-13 (b) 。 因 此 ， 人 恒 化 器 的 操作 特性 对 不 同 的 细胞 反应 动力 学 是 有 所 变化 的 。 


a 网 cp Cx Ey 
Xx 外 S 上 ] 
已 So 
| Dcp | 
O D 
(b) 


图 8-13 ”在 CSTR 中 无 产物 抑制 生长 的 cv 、cs 和 Dc 随口 变化 的 曲线 

(a) 非 生长 相关 型 ，(b) 部 分 相关 型 
恒 化 器 的 操作 特性 不 但 与 产物 生成 的 动力 学 特性 相关 ， 而 且 也 与 产物 对 细胞 生长 的 抑制 
机 制 有 关 。 图 8-14 所 示 为 无 产物 抑制 与 产物 竞争 性 抑制 和 产物 非 竞争 性 抑制 的 cx -D 的 关 
系 。 从 图 中 可 以 看 出 ,在 同一 D 值 下 ， 有 产物 抑制 时 ， 反应 器 中 的 细胞 浓度 要 比 无 抑制 


时 低 。 


Cx 


- 


0 D 
图 8-14” 恒 化 器 中 无 产物 抑制 与 有 产物 抑制 的 操作 特性 比较 
1: 无 产物 抑制 ; 2: 产物 竞争 性 抑制 的 生长 相关 过 程 ; 
3: 产物 竞争 性 抑制 的 非 生长 相关 过 程 ; 4: 产物 非 竞争 性 抑制 的 生长 相关 过 程 
一 般 对 有 产物 抑制 的 恒 化 器 操作 ， 必 须根 据 细胞 生长 的 抑制 动力 学 特性 选择 优化 操作 条 
件 。 现 以 产物 抑制 的 细胞 生长 过 程 为 例 进行 优化 计算 ， 有关 稀 算 方程 可 表示 为 


de 
本 = Mcx - Dex (8-92) 
des 1 
— 三 D(es = Cs) = S 8-93 
i ( so s) Be x ( » 
dep 
= gecx Des (8-94) 
若 取 ka adi -— ) (8-95) 
P,max 
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则 有 : 7 ee (8-96) 
. wu 人 1 一 二 ] Cp 一 Cpo 十 了 pscxo) 
当 cn = cx = 0 ,， 式 (8-96) 可 简化 为 
所 元 -二 全 am (8-97) 
Cpimax — Cp 
如 果 发 生 “ 洗 出 ”现象 ，c。=0， 则 应 存在 : 
(wara)c =1 (8-98) 
如 果 寻求 最 佳 称 释 率 ， 则 应 令 Pe = 0 ， 求 得 : 
- 
co = Dp (8-99) 
故 站 一 一 人 一 =2 (8-100) 
Cp,max 一 DCPsmax 
(psT ey = 2(Wenra)e (8-101) 
亦 可 表示 为 
(EC (8-102 ) 
Da = De (8-103) 


上 述 结果 表示 在 图 8-15 中 。 

(4) 考虑 维持 代谢 或 死亡 的 操作 特性 : 细胞 的 维 
持 代 谢 使 底 物 的 消耗 量 增 加 ， 因 此 细胞 浓度 相对 没有 
维持 代谢 时 降低 。 同 样 ， 存 在 细胞 死亡 现象 时 ， 不 但 
底 物 的 消耗 量 相 对 增加 ， 并 且 活 细胞 浓度 亦 相 对 下 降 。 

如 果 同 时 存在 维持 代谢 和 细胞 死亡 ， 对 细胞 衡 算 


SS 


Hmax Tm 
式 为 图 8-15 ”CSTR 中 有 产物 抑制 
i ce 时 最 佳 操作 示意 图 
式 中 : 为 细胞 死亡 比 速率 常数 (h-!)。 
当 cxw =0 时 , 式 (8-104) 为 
x (ph Dh) (8-105) 
在 稳 态 条 件 下 ， 存 在 有 : 
D=n-hk (8-106) 
或 w=D+k, (8-107) 
对 底 物 衡 算式 为 
d 
全 号 D(Ccs 一 cs) -Fe 一 mex (8-108) 


式 中 : m 为 细胞 维持 常数 (h- ) 。 
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d 
在 稳 态 条 件 下 ,= 0 ， 重 新 整理 式 (8-108) 可 得 : 
K.(D+k,) 
(8-109) 
ysD K(D+k,) 
Dr ml Di 人 


图 8-16 和 图 8-17 分 别 说 明了 细胞 死亡 和 维持 代谢 对 恒 化 器 操作 特性 的 影响 。 当 稀释 率 
趋 于 零 时 ， 这 两 种 因素 都 导致 细胞 浓度 趋 于 零 。 并 且 可 以 看 出 ,在 同一 D 值 时 ， 随 着 或 
m 的 增 大 ， 导 致 cx 下 降 。 

细胞 死亡 还 造成 了 临界 稀释 率 De 的 减 小 : 


C 
De — ka 


= (8-111) 


D 
图 8-16 ”细胞 死亡 对 恒 化 器 操作 特性 的 影响 


0 0.5 1 
D 


图 8-17 细胞 维持 代谢 对 恒 化 器 操作 特性 的 影响 
(5) 氧 传递 限制 时 的 操作 特性 : 在 稳定 态 时 ， 对 细胞 的 质量 衡 算式 为 
D(cx - cx) = Wcx (8-112) 
稳定 态 时 氧 传递 速率 与 消耗 速率 相等 ， 于 是 : 


1 
halcor -cor) = F Hex (8-113) 


XO 
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并 且 : ee EL (8-114) 
当 氧 的 限制 较 大 时 ,应 有 cor 过 Ko,, cor = 0， 由 以 上 两 式 可 得 : 
jy = We ts hie Ye (8-115) 
0, 


因此 由 式 (8-115) 可 知 ， 操 作 时 细胞 生长 速率 受到 氧 体积 传 质 系数 ha 和 得 率 系数 
yo 的 影响 ， 由 式 (8-112) 可 见 ， 这 时 稀释 率 下 降 。 

如 果 氧 传 质 系 数 act 与 D 无 关 ， 对 加 料 中 无 细胞 的 稳 态 操作 , cv = 0， 式 (8-112) 
可 简化 为 

D=h (8-116) 

因此 氧 传递 控制 下 恒 化 器 的 操作 是 稳定 的 。 以 恒 化 器 作为 本 
实验 手段 ， 式 (8-115) 也 可 用 于 测定 反应 器 的 氧 传 质 系数 。 csp 

(6) 国定 化 细胞 培养 时 的 操作 特性 ， 在 单 级 CSTR 中 进行 
的 固定 化 细胞 催化 反应 ， 如 图 8-18 所 示 。 

在 该 反应 器 内 ， 含 有 细胞 的 球形 颗粒 保持 悬浮 和 完全 的 混 
合 ， 反 应 器 中 单位 液 相 体积 含有 固定 化 细胞 的 浓度 定义 为 
co， 并 假定 cuu 是 一 常数 ， 这 意味 着 所 有 固定 化 细胞 颗粒 全 部 , 定 化 4 
保留 在 反应 器 内 而 不 随 产 物流 走 ， 而 且 新 产生 细胞 全 部 都 释放 “ 
到 培养 基 中 。 培 养 基 中 游离 细胞 浓度 为 cs。 假设 固定 化 细胞 
和 游离 细胞 具有 相同 的 本 征 生 长 比 速率 ， 并 假设 忽略 细胞 的 ee 
维持 代谢 和 死亡 ， 而 且 产物 的 合成 仅 与 细胞 生长 直接 相关 。 

做 游离 细胞 的 质量 平衡 ， 则 应 考虑 该 游离 细胞 是 由 游离 细胞 和 固定 化 细胞 两 部 分 产生 
的 ， 因 此 可 以 表示 为 


Vocxs = 了 RUcxs + 了 RUcxim (8-117 ) 
如 果 固 定 化 细胞 的 生长 速率 受到 扩散 的 影响 ， 则 式 (8-117) 中 wexn 必须 改写 为 
mcxim or 为 表示 扩散 影响 的 总 有 效 因子 。 
式 (8-117) 可 表示 为 


Dexs = NA(cxs + Mrexim ) (8-118) 
或 pL ewe) (8-119) 
Cxs 


从 式 (8-119) 来 看 ， 当 cun=0 时 ,也 = 人 oo 只 要 cm >0， 则 有 DD > 人 No 由 此 可 见 ， 对 
固定 化 细胞 的 CSTR，D 可 以 在 大 于 的 条 件 下 操作 ， 这 是 它 的 一 个 优点 。 
若 对 底 物 做 质量 衔 算 ， 则 可 得 到 式 (8-120) ， 即 : 


Dlcs, - cs) = (os 示人 (8-120) 
当 多 用 Monod 方程 表示 时 ， 可 有 : 
Cs D(cs — Cs) 了 xs 


= 8-121 
Ce Ks + cs (cs -Cs)Yys + TTCxin 4 ) 


将 式 (8-121) 作 图 表示 为 图 8-19， 从 图 中 可 以 看 出 : 
当 cs。= 0 ,此 时 D = pv ， 可 求 得 如 图 所 示 的 De 
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当 cw >0, 此 时 D>h。 


100 


cxin=0.1gL4 171.0 


名 
SS 


Cxin=0.18.L 17=0.3 


底 物 转化 率 (%) 
心 
So 


[2 
SS 


De 


| 
02 03 0.4 0.5 
稀释 率 D(h') 


8-19 CSTR 有 、 无 固定 化 细胞 时 底 物 转化 率 与 稀释 率 的 关系 


在 某 一 稀释 率 D 时 ， 有 了 固定 化 细胞 ， 可 以 明显 提高 底 物 转化 率 , 但 是 随 着 扩散 限制 
作用 的 加 大 ， 反 应 速率 明显 在 下 降 。 

4. 酶 反应 时 的 CPFR ”接近 于 平 推 流 的 反应 器 是 管 式 反 应 器 ， 其 主要 优点 是 反应 器 生 
产能 力 较 大 ， 传 热 和 传 质 效率 较 高 ， 容 易 实 现 如 程序 控 温 、 多 点 加 料 等 优化 控制 。 因 此 ， 管 
式 反 应 器 可 用 于 特殊 的 生物 工艺 过 程 ， 例 如 酶 和 固定 化 反应 、 光 合 微生物 培养 和 废水 生物 处 
理 等 过 程 。 

对 单 底 物 ， 无 抑制 的 M - M 方程， 代入 式 (8-57) ， 积 分 可 得 


Cso 
raaTp = (cs ~ cs) + Kaln (8-122) 


max 
Cs 


或 : rnaxTp = CaXs 十 天。 nj (8-123 ) 


去 
从 以 上 两 式 可 见 ， 该 关系 式 与 分 批 反应 Ma 只 需 将 re 替代 六 即 可 。 
当 底 物 有 抑制 时 ， 可 通过 积分 得 到 : 

1 


jp, = Rs + KenT T+ Ke ep bp (8-124) 
当 为 竞争 性 产物 抑制 时 : 
= K cso 1 . 
rmaxTP = CsoXs @ -站 上 扩 1 + 人 有 = 十 (8-125) 
当 为 非 竞 争 性 产物 抑制 时 : 
Kk 2Xs 一 及 六 1 
| Ke] -a 下 区， so Im (8-126) 
了 二 二天 K, 5 2K, 上 二 二 


若 为 固定 化 酶 反应 ， 定 义 rp = 加 ,5L 为 反应 器 中 液 相 占 有 体积 分 数 ， 则 其 关系 式 为 : 
1 Ps ua 
1 - sr cso M's 
如 果 为 动力 学 控制 , 7 = 1 ， 反 应 符合 M - M 方程 ， 则 式 (8-127) 可 积分 为 
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培养 液 进行 分 离 ， 经 浓缩 的 细胞 悬浮 液 被 送 回 CSTR 


如 图 8-20 所 示 。 细 胞 的 循环 相当 于 不 断 给 反应 器 接 
种 ， 不 但 提高 了 生物 反应 器 中 细胞 的 浓度 ， 也 有 利 


(1 一 su)7e = coXs + Koln > (8-128) 
pe 8 
如 果 cs < K,， 反 应 可 按 一 级 不 可 逆反 应 处 理 ， 若 固定 化 酶 颗粒 为 球形 ， 则 式 (8-123) 
可 积分 为 
1 
1 = ea -Xs 8-129 
(= Yip “| (8-129) 
9p ltanh(39) 39 
若 固定 化 酶 颗粒 为 片 状 ， 则 有 式 (8-130) ， 即 
1 
0 
DR 
raa(] — EL)Tp = i (8-130) 
Op 
式 中 : p 为 梯 勒 模 数 。 
8.3.3 细胞 回流 连续 过 程 Vo,cso, Cx-0 


1. 带 细胞 循环 的 单 级 CSTR 将 CSTR 流出 的 


， 就 成 为 带 有 细胞 循环 的 CSTR 操作 ， 其 示意 图 


高 反应 器 操作 的 稳定 性 ， 从 而 使 CSTR 生产 率 


明显 增加 ， 过 程 扰动 的 影响 降 至 最 低 。 . 
若 定 义 浓 细胞 液 (Vcx,、cs1) 
物料 循环 比 (体积 比 ) 为 图 8-20 ，” 带 细胞 循环 的 
V 单 级 CSTR 示意 图 
R= 均 (8-131) 
0 


式 中 : R 为 物料 循环 比 。 


B= (8-132) 


式 中 : B 为 细胞 浓缩 常数 。 


根据 带 循环 CSTR 的 特性 ,应 有 R >0, B86 >1。 在 稳 态 条 件 下 ， 对 CSTR 做 细胞 的 衡 算 ， 


如 式 (8-133)， 即 


输入 量 + 循环 量 + 生长 量 = 输出 量 
Vocx, + Vcx, + Varx = (Wo + V.)ex, (8-133) 


因为 =0 ,Tn =RW =e = 则 式 (8-133) 可 整理 为 


R 


几 kK 
D=TFHR-RB TW C8134) 
或 : w= D(1+R- RB) (8-135) 
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由 式 (8-135) 可 以 看 出 ， 在 有 细胞 循环 时 ，CSTR 中 的 细胞 在 稳 态 下 的 生长 比 速率 与 其 稀释 
率 不 再 相等 ， 而 且 由 于 浓缩 系数 8 >1， 因 此 1 +R - RB 恒 小 于 1， 故 稀释 率 恒 大 于 生长 比 速率 。 
对 底 物 S 做 衡 算 : 
输入 + 循环 = 消耗 + 输出 


Vocs, + RVocs, = Vars + Vo(l + R)es, (8-136) 
经 整理 得 到 : D(cs -cs) = Fe (8=137) 
X/S 
所 以 : i Ws(e, -cs) (8-138) 
因此 反应 器 中 细胞 浓度 为 无 循环 时 的 1/ 丈 倍 。 同 样 可 推 得 : 
= 8-139 
人 而 (8-139 ) 


与 无 循环 相 比 ， 由 于 循环 的 作用 ， 使 得 反应 器 出 口 底 物 浓度 cs 进一步 降低 ， 底 物 的 转 
化 率 提 高 ， 同 时 cx 值 提高 ， 也 有 利于 提高 细胞 的 生产 率 。 
对 带 循环 的 CSTR， 其 临界 稀释 率 可 表示 为 


-1 Mra’s 
De = 证 x 及 (8-140) 
1 
故 Do, = Pe (8-141) 
De > De (8-142) 


由 于 循环 作用 ， 使 其 临界 稀释 率 提高 ， 允 许 的 加 料 速率 亦 可 提高 。 如 果 加 料 速率 不 变 ， 
则 所 需 反应 器 体积 可 减 小 。 

上 述 各 式 中 ， 历 、cs 为 反应 器 新 加 入 底 物 的 体积 流量 和 浓度 ;cs 、cx 为 反应 器 出 口 处 
( 亦 为 反应 器 内 ) 底 物 和 细胞 浓度 ，V.、cy 为 循环 物料 的 体积 流量 和 其 细胞 浓度 ， De 、De 
分 别 为 无 循环 和 有 循环 时 的 临界 稀释 率 。 图 8-21 表示 了 细胞 循环 与 不 循环 时 ， 细 胞 浓度 和 
细胞 产 率 随 D 变化 的 比较 。 


细胞 浓度 (gL 
细胞 产 率 (en-) 


6 05 10 1s 230 0 
稀释 率 Dc(h-1) 


图 8-21 细胞 循环 与 不 循环 的 比较 
A、B、C 表示 循环 ; D、E 表示 不 循环 ; A4、D 表示 反应 器 中 细胞 浓度 ; 
B、E 表示 细胞 产 率 ; C 表示 出 口 细胞 浓度 


从 图 8-21 可 以 看 出 ， 对 细胞 进行 提 浓 循环 ， 明 显 可 以 提高 细胞 在 CSTR 中 的 浓度 和 Dex 
值 。 当 然 ， 如 果 对 细胞 不 提 浓 而 仅仅 循环 ， 则 此 种 循环 将 无 意义 。 
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图 8-22 所 示 为 循环 细胞 浓度 对 CSTR 性 能 的 影响 。 从 图 中 可 以 看 出 ， 提 高 浓缩 系数 ， 增 大 
循环 细胞 浓度 ， 有 利于 提高 底 物 的 利用 率 ， 也 有 利于 增加 反应 器 对 加 料 速 率 变 化 的 稳定 性 。 


tn(h) 
图 8-22 循环 细胞 浓度 对 CSTR 性 能 的 影响 


2. 带 细 胞 循环 的 CPFR ”对 在 CPFR 中 进行 细胞 反应 过 程 ， 由 于 CPFR 的 返 混 为 零 ， 操 
作 时 必须 不 断 地 接种 ， 反 应 才能 正常 进行 ,否则 细胞 将 随 培 养 基 洗 出 ， 细 胞 反应 不 能 正常 进 
行 。 带 循环 的 CPFR 使 部 分 细胞 从 出 口 加 入 反应 器 进口 ， 可 以 使 CPFR 中 始终 保持 细胞 存 
在 ， 因 此 可 在 没有 细胞 提 浓 装置 时 ， 达 到 对 细胞 自身 催化 特性 的 充分 利用 。 带 循环 的 CPFR 
的 设计 关键 是 选择 最 优 物 料 循 环 速度 ， 以 达到 使 反应 器 体积 最 小 的 目的 。 以 下 首先 分 析 细 胞 
培养 时 此 反应 器 的 操作 特性 。 图 8-23 为 带 循环 的 CPFR 物料 关系 。 


dVR 
1 1 
三 六 1 上 六 
了 内 La 1 1 a 0 
1 1 
网 () .0 ~ 
1 1 
Cso CS1 1 1 cue Csr 
cxo=0 xl | | xr Cxr 
- S 
Vr,cse Cx 


图 8-23 ” 带 循 环 的 CPFR 物料 关系 


对 CPFR ， 当 无 循环 时 ， 其 设计 式 为 
Va _ fs dcs _ fs Ys (Ks + cs) 
Vo ) < hs MmaxCsCx " 
当 有 循环 时 ， 循 环 物料 通过 循环 管 路 回 到 反应 器 入 口 ， 反 应 器 内 流体 流动 仍 为 平 推 流 ， 
因此 上 述 设计 关系 式 (8-143) 仍 可 使 用 ， 仅 需 改 变 式 (8-143) 中 反应 器 入 口 的 体积 流量 和 
有 关 数 值 。 
定义 循环 比 R = 下 ， 则 反应 器 入 口 处 物料 处 理 量 为 


Fp = 


(8-143) 


W=W+V= Wl+R) (8-144) 
反应 器 人 口 处 浓度 可 通过 做 M 点 物料 平衡 求 出 : 


| 
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Vocs, + RVocs, = Vics, = Vo(l + R)cs, 


_ Cs + Res 
故 : ‘1+R 
X, +Re 
_ So Sr 
和 |: Xs, = 1 本 大 
当 XX。=0 时; 二 二 二 全 
So . SI 1 六 民 Sr 
将 上 述 结果 代入 式 (8-57) 中 ， 得 到 : 
Ve ta dcs 
Tp = = (1+R) 
”W 人 i 
V Sr dX 
和 Tb» = =c (1l+R) CS 
. Jo js rs 
1 1 MmaxCs 
根据 站 呈 三 类 去 c 
s Ys™ Yus Ktes™ 


cx = cx + Yyws(cs, — cs) 


若 cx。= 0 ， 则 可 对 式 (8-150) 积分 ， 并 求 得 : 


K. cs +Re 

Hpuure = (1 + R)| Sy + nl 二 有] 
C 
so 


Res, 


式 (8-153) 为 cm = 0 时 的 总 循环 方程 式 。 根 据 此 方程 , re 、 


知 其 中 两 个 ， 就 可 确定 第 3 个 。 


图 8-224。 从 图 中 可 以 看 出 ， 随 Ks/cs 的 减 小 和 cs/cs 
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对 带 循环 的 CPFR ， 存 在 最 佳 循环 比 ， 条 件 为 


Lo 
dR 
K. cs +Re. K. 
得 到 ， sln cso Sm 14R S 
cs Res, R R cs, + Res, 


(8-145 ) 


(8-146) 


(8-147) 


(8-148) 


(8-149) 
(8-150) 
(8-151) 


(8-152) 


(8-153) 


R、cs 三 个 变量 中 内 要 已 


(8-154) 


(8-155) 


可 见 , 最 佳 R 值 为 Ks/fecs。 和 cs/es, 的 函数 。 用 试 差 法 求解 式 (8-155 ) ， 可 表示 为 


Kk: 
J ) 


0.1 


100 


Ropt 
T 


已 
S 
bb 


8-24 ”最 佳 循环 比 与 Ks/cs 和 cs/cs 的 关系 


的 增 大 ， 最 佳 循环 比 Ru, 相 应 增 大 。 
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对 一 般 酶 反应 过 程 ， 循 环 式 CPFR 的 优化 设计 目的 是 ， 对 规定 的 底 物 转化 率 系 ， 选 择 
某 一 最 佳 循环 比 以 使 所 需 反 应 器 体积 最 小 。 可 采用 图 解法 进行 计算 ， 如 图 8-25 所 示 。 


| 
oa ee 


区 | 为 


0 A 区 ， 


8-25 ”最 佳 循环 比 的 确定 


确定 最 佳 循环 比 的 原则 是 使 反应 器 入 口 处 物料 反应 速率 的 倒数 等 于 物料 在 反应 器 内 速率 
倒数 的 平均 值 ， 即 图 8-25 中 两 块 阴 影 面积 相等 。 以 数学 形式 表示 为 
户 坚 
1 Xs! Ts 
es x Xs > Xs, 
对 在 CSTR 中 进行 细胞 反应 ， 若 采用 循环 已 浓缩 过 的 细胞 来 操作 ， 会 使 CPFR 的 操作 性 
能 进一步 改善 ， 即 临界 稀释 率 De 增 大 ， 如 图 8-26 所 示 。 从 图 中 可 以 看 出 ， 当 循环 比 尺 和 细 
胞 浓缩 系数 B 增加 ， 其 临界 稀释 率 De 亦 在 提高 。 


(8-156 ) 


Dc(h) 


8-26 ” 带 循环 的 CPFR 中 循环 比 和 细胞 浓度 对 D。 的 影响 


对 采用 固定 化 细胞 为 催化 剂 的 反应 过 程 ， 其 反应 器 类 型 有 固定 床 、 流 化 床 和 气 升 式 等 。 
图 8-27 所 示 为 固定 化 床 和 流 化 床 固定 化 细胞 反应 器 。 
对 某 些 反应 体系 ， 如 固定 化 细胞 体系 要 求 很 高 的 物料 循环 比 以 维持 反应 器 内 混合 均匀 所 
需 条 件 ， 则 其 操作 模型 接近 于 CSTR ; 而 对 另外 一 些 体系 ， 要 求 其 不 循环 或 循环 量 很 少 ， 则 
可 处 理 为 CPFR 模型 。 如 果 按 CPFR 模型 处 理 ， 对 某 一 底 物 的 衡 算 式 为 
— Fdes = NsaAdZ (8-157) 
式 中 : cs 为 液 相 中 的 底 物质 量 浓度 ， 并 且 是 床 层 高 度 的 函数 (mg ' cm 一 ) ;FF 为 液体 培养 基 
流量 (cm ”. h”'); Ns 为 底 物 进入 生物 膜 的 量 (mg . cm . h 一 ); a 为 单位 反应 器 体积 具 
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加 料 

二 
1 

| 了] 循环 模 
固 空气 | 
定 | 
床 Y 
产物 


8-27 具有 固定 化 细胞 的 固定 床 和 流 化 床 反应 器 


有 的 生物 膜 或 载体 颗粒 表面 积 (cm . em-?) ; 4 为 床 层 横 截面 积 (cm?); d2 为 床 层 微分 单 
元 高 度 (em) 。 


因为 : 
Ns = -Dy = "(Ee (8-158) 
所 以 ; . Fo = 了 RY Lah (8-159) 
Kn + (cs -cs) = Ve (8-160) 


式 中 : es 为 进口 处 液 相 底 物 质量 浓度 (g. L"') ; 民 为 生物 膜 或 载体 颗粒 特征 长 度 (二 = Vo/ 
Ab，cm) ; 五 为 床 层 总 高 度 (cm) 。 
如 果 进 料 中 底 物 浓度 太 低 ， 则 底 物 消耗 速率 为 一 级 动力 学 ， 则 可 得 到 式 (8-161) ， 即 : 
In se Makad 
cs 了 大。 
此 时 底 物 浓度 沿 床 层 高 度 呈 指数 下 降 。 上 述 方程 可 用 于 设计 固定 化 细胞 反应 器 ， 以 决定 
达到 某 一 底 物 转化 水 平 所 需要 的 床 层 高 度 。 


8. 3.4 连续 反应 过 程 的 优化 


进行 连续 操作 反应 器 优化 设计 的 主要 问题 是 如 何 根据 不 同 反应 动力 学 特点 ， 选 择 具 有 特 
定 返 混 浓 度 分 布 特征 的 反应 器 型 号 ， 以 使 反应 器 体积 最 小 。 下 面 将 进一步 讨论 如 何 根据 酶 和 
细胞 反应 动力 学 的 特点 ， 对 CSTR 、CPFR 及 其 它们 的 组 合 形式 进行 优化 设计 。 

1. 酶 反应 过 程 ”首先 以 单 底 物 、 无 抑制 的 均 相 酶 反应 动力 学 为 例 对 CSTR 和 CPFR 作 比 
较 与 选择 。 

根据 前 已 得 出 的 基本 关系 式 (8-58) 和 式 (8-123 ) ， 对 同一 反应 体系 ,在 相同 的 反应 条 
件 下 达到 相同 的 转化 率 时 ，CSTR 和 CPFR 两 者 所 需 反 应 器 体积 之 比 为 


(8-161 ) 
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= (8-162 ) 


以 Ke/es 为 参数 ， 以 Vcom 一 Xs 对 应 作 图 ， 得 到 如 图 8-28 所 示 的 结果 。 从 图 中 可 以 看 


Vcpr 


出 ， 对 M -M 方 程 可 得 出 下 述 结 二 果 。 
40 


V RCSTR 
L RCPFR 
CN 


Kn 
全 =x( 一 级 反应 ) 


07 0.8 09 Ky/cs=0 10 
XK ( 零 级 反应 ) 


图 8-28 VW 一 定时 CSTR 与 CPFR 为 达到 相同 转化 率 Xs 所 需 酶 总 量 之 比 与 Xs 的 关系 


(1) 达到 同一 转化 率 时 ，CSTR 所 需 体 积 要 比 CPFR 所 需 体 积 大 ， 或 需要 更 多 的 酶 。 并 
且 转 化 率 愈 高 ， 两 者 比值 愈 大 。 这 表明 ， 转 化 率 愈 高 ， 返 混 的 影响 程度 愈 大 。 

(2) 随 着 K,/cs 值 从 零 增 大 ， 反 应 速率 与 底 物 浓度 的 关系 由 零 升级 为 一 级 ， 两 种 反应 
器 的 体积 比 随 之 增 大 。 这 表明 ， 随 着 反应 级 数 提高 ， 返 混 的 影响 亦 在 增 大 。 

对 底 物 抑制 的 酶 反应 ， 由 于 在 CPFR 中 维持 了 比 CSTR 中 更 高 的 底 物 浓度 ， 因 而 在 CP- 
FR 中 底 物 的 抑制 作用 更 强烈 ， 此 时 显然 采用 CSTR 更 为 有 利 。 2 可 以 
采用 一 个 CSTR 与 一 个 CPFR 的 串联 设计 方案 ， 底 物 在 CSTR 中 的 浓度 可 保持 在 反应 速度 最 
大 时 的 浓度 ， 也 可 采用 循环 式 CPFR 的 设计 。 

对 产物 抑制 酶 反应 ， 由 于 在 CSTR 中 维持 了 比 CPFR 中 较 高 的 产物 浓度 ， 因 而 在 CSTR 
中 产物 的 抑制 作用 较 大 ， 此 时 显然 采用 CPFR 更 为 有 利 。 

2. 细胞 反应 过 程 ”对 有 些 CSTR 的 细胞 连续 培养 ， 过 程 优化 的 目标 函数 为 单位 时 间 单 
位 体积 的 细胞 产量 P 最 大 ，P 一 般 称 为 细胞 产 率 。 


Px = Dex = DYys(cs, - cs) (8-163) 
KD 
或 : Px = oma 二 ] (8-164 ) 
可 见 PP 受到 稀释 率 的 影响 。 如 图 8-11 所 示 ，P 有 一 极 大 值 。 令 : 
dPx 
=0 (8-165) 


可 求 得 当 Py 为 最 大 时 的 稀释 率 De， 有 
1s 
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| (8-166) 
Ks + cs 


此 时 反应 器 中 细胞 质量 浓度 为 
cxom = YsL es, + Ks — VKs(Ks + cs,)] (8-167) 


(Px) wo = Dacxon = | Ke te 梧 (8-168) 
Cso Cso 


从 图 8-11 中 可 以 看 出 ， 当 D 值 在 一 定 范围 内 增加 时 ，P、 随 之 增 大 。 当 D 继续 增 大 时 ， 
Px 反而 下 降 。 因 此 存在 一 最 佳 稀释 率 D,,， 相 应 的 细胞 产 率 Px 达到 最 大 值 。 
如 果 cs 之 Ks ， 上 述 有 关 关 系 式 可 以 简化 为 


所 以 : 


Da De sa (8-169) 
Cx,opt = Yxscso (8-170) 
(Px) mx ~ DeYyscs, (8-171) 

Levenspiel 定义 一 参数 N， 表 示 为 

c 
2 
N= /1l+ 六 (8-172) 
对 Monod 动力 学 ， 可 得 到 : 
Do = po 人 (8-173) 
N 
Cx,opt = wscsoN+il (8-174) 
N-1 

Ce = Mma Yscso Vy 41 (8-175) 


当 底 物 消耗 速率 最 大 时 的 底 物 浓度 为 
1 
Cs,om = Cso WET (8-176) 
依据 上 述 对 恒 化 器 的 基本 分 析 ， 可 以 对 CSTR 中 的 细胞 连续 培养 进行 优化 设计 和 操作 。 
下 面 将 以 最 基本 的 单 底 物 无 抑制 的 Monod 动力 学 为 例 来 讨论 以 所 需 反应 器 体积 最 小 作 
为 优化 目标 时 的 反应 器 的 优化 设计 问题 。 


EE Os 一 
人 (8=177) 
1 省 Cs 
1's Mex = Ya ee 过 (8-178) 
| 5 th + 
根据 : Ys = 二 (8-179) 
css 一 Cs 
则 有 : dy (8-180) 
Ys Ys 
cx = cx + Ys(cs, 一 cs) (8-181) 


当 cx =0， 将 式 (8-180) 和 式 (8-181) 代入 式 (8-177) 和 式 (8-178) 中 ， 可 得 到 : 
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起 三 ey (8-182) 
Ks 二 cs 
x 
MmaxCs 
ES | 
rs Ko +e Ch) (8-183) 


根据 式 (8-182) ， 当 cx 值 较 小 时 ， 提 高 cx 值 ，rx 增 大 ; 当 cx 值 较 高 时 ， 提 高 cx 值 ， 
rx 减 小 ， 因 此 7 -cx 为 一 有 最 大 值 的 曲线 关系 。 同 样 根据 式 (8-183 ) ，rs -cs 的 关系 亦 为 一 
有 最 大 值 的 曲线 。 


若 以 二 - cx 为 例 ， 对 此 关系 可 作 图 8-29。 曲 线 的 最 低 点 为 速率 最 大 值 ， 相 对 应 的 横 轴 
点 为 生长 速率 最 大 时 的 细胞 浓度 cx ,, 。 根 据 图 8-29， 以 下 定性 比较 CSTR 与 CPFR 的 特性 。 


上 1C 
Cxo Cx CX,opt Cx 
Cx 


8-29 图 解法 确定 反应 器 体积 


对 单 级 CSTR， 其 设计 关系 式 可 表示 为 

在 图 8-29 中 可 以 看 出 ， 当 cx = cx 时， 图 中 矩形 面积 abde 即 为 其 r。 值 ; 当 cx = cx 时， 
图 中 矩 形 面积 a%"de" 的 面积 即 为 其 7 值 ; 当 cx =cx, ww 时， 图 中 矩形 面积 co"dc' 的 面积 即 为 
其 ru 值 。 显 然 ， 若 反应 器 内 细胞 浓度 能 控制 在 cx ,下 操作 ， 则 相应 的 CSTR 反应 器 体积 为 
最 小 。 


对 CPFR 的 设计 关系 式 可 表示 为 


Tn 三 


ed 
i 去 二 汇 | 二 (8-185) 
当 cx =cx 时 ,图 8-29 中 aede 所 包围 的 面积 即 为 所 求 re 值 ， 当 cx =cx, 时 ，a"ede" 所 包围 
的 面积 即 为 所 求 re 值 ; 当 cx = cx 时 ，a'ede' 所 包围 的 面积 即 为 所 求 7 值 。 
从 其 面积 大 小 可 定性 地 看 出 : 当 cx<cy sw 时 ,re > re; 当 cx > cx, om 时 , 很 有 可 能 出 现 
Tp 起 We o 


根据 上 述 分 析 ， 对 细胞 反应 的 最 基本 动力 学 ， 若 以 所 需 反应 器 体积 最 小 作为 优化 目标 来 
考虑 ， 当 cx < cx 时 ,采用 CSTR 有 利 ， 当 cx > cx 时 ,采用 CSTR 与 CPFR 相 串 联 可 使 所 
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需 总 反应 器 体积 为 最 小 ， 如 图 8-30 所 示 。 

根据 图 8-30， 可 采用 CSTR 在 前 、CPFR 在 后 相互 串 
联 的 反应 器 组 合 方式 。CSTR 维持 在 最 大 速率 下 操作 ， 反 
应 器 内 细胞 浓度 为 cx ww， 同时 为 CPFR 连续 稳定 地 提供 
细胞 。 从 使 所 需 反 应 器 体积 为 最 小 的 目标 来 说 ， 对 细胞 
反应 ， 此 种 组 合 方式 为 最 佳 组 合 方案 之 一 。 

如 果 由 于 某 种 原因 ， 一 定 要 采用 CPFR 操作 ， 则 可 
通过 采用 不 同 的 加 料 、 出 料 方式 以 改善 CPFR 的 性 能 ， 


pl] 是 高 一 窒 ” 减少 所 堆 反 应 哈 《 . 图 8-30 CSTR 与 CPFR 组 合 
en og ei 
<X| 8-. 7 


(0) si /NN | S 一 TYTTTTY y- 
C 间 
AS) 
(六 上 下 S 
~~、 KX(P) | Xx P 
Gi 1 
A(s) S 了 了 
已 er Pp 
Dap s—rxEiiiaaii 
~、 x(P) | TT 


图 8-31 不 同 动力 学 时 CPFR 的 最 佳 加 料 方式 


图 8-31 (a) 表示 的 是 无 抑制 情况 ,为 了 保证 CPFR 正常 连续 操作 ， 可 使 细胞 循环 回 到 
反应 器 入 口 ， 并 可 提高 细胞 生长 速率 ; 图 8-31 (b) 表示 的 是 底 物 对 细胞 生长 有 抑制 的 情 
况 ， 为 了 减少 底 物 抑制 ， 沿 CPFR 轴 向 位 置 实施 多 点 加 料 ， 以 使 反应 器 维持 在 尽 可 能 低 的 底 
物 浓度 ， 以 减少 其 抑制 作用 ; 图 8-31 (c) 为 反应 产物 有 抑制 时 的 情况 ， 为 了 减少 产物 抑 
制 ， 应 及 时 将 反应 产物 排出 反应 器 以 外 ， 降 低 反 应 器 中 产物 浓度 ; 图 8-31 (d) 为 底 物 和 产 
物 均 对 细胞 生长 有 抑制 时 的 情况 ， 故 沿 反 应 器 轴 方 向 实施 多 点 加 入 底 物 和 多 点 排出 产物 的 措 
施 以 减少 其 抑制 作用 。 

根据 上 述 对 种 种 反应 器 情况 的 分 析 ， 如 果 仍 以 达到 某 一 反应 程度 (例如 转化 率 X) 时 
所 需 反 应 器 有 效 体积 大 小 作为 比较 的 标准 ， 对 各 种 反应 动力 学 可 归纳 为 3 种 情况 。 

第 1 种 动力 学 是 浓度 与 速率 的 关系 为 单调 上 升 的 关系 ， 即 随 着 反应 组 分 浓度 的 增加 ， 反 
应 速率 亦 增加 ， 浓 度 下 降 ， 速 率 亦 下 降 。 这 是 简单 酶 催化 反应 和 很 多 化 学 反应 的 动力 学 特 
点 ， 对 此 种 反应 动力 学 采用 CPFR 有 利 。 

第 2 种 动力 学 是 反应 组 分 浓度 与 速率 是 单调 下 降 的 关系 ， 即 随 着 组 分 浓度 的 升 高 ， 反 应 
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速率 在 下 降 。 这 种 情况 比较 少见 ， 它 仅 出 现在 化 学 反应 动力 学 中 反应 级 数 为 负 值 的 情况 。 对 
此 种 动力 学 采用 CSTR 有 利于 减少 所 需要 的 体积 。 

第 3 种 动力 学 为 随 着 浓度 的 变化 反应 速率 有 最 大 4 
值 的 情况 ， 一 般 出 现在 细胞 反应 过 程 、 自 催化 反应 过 
程 。 此 时 采用 CSTR 与 CPFR 相 串 联 的 形式 有 利于 减 
少 反应 器 体积 。 入 

上 述 3 种 动力 学 情况 分 别 表 示 为 图 8-32 中 的 曲线 
Ls Ds 

需要 特别 指出 的 是 ， 上 述 讨论 仅 仅 是 从 如 何 使 反 
应 速率 最 大 ， 所 需 反 应 器 体积 最 小 的 角度 来 考虑 反应 9 5 
器 的 选择 。 而 实际 上 选用 何 种 反应 器 除了 要 考虑 上 述 ”图 8-32 不 同 的 六 -~ c 的 动力 学 关系 
因素 外 ， 还 要 考虑 到 一 些 其 他 因素 。 例 如 ， 在 细胞 反 1: 速率 与 浓度 单调 上 升 ， 2: 速率 与 浓度 
应 中 ， 某 些 次 级 代谢 产物 的 生成 速率 六 达到 最 大 值 时 。 。 竺 六 下降 ; 3: 速率 与 浓度 有 最 大 值 
所 需要 的 时 间 要 上 比 细 胞 生长 速率 达到 最 大 值 时 延迟 一 段 时 间 ww， 如 果 为 了 追求 最 大 的 x, 值 ， 
在 连续 操作 的 反应 器 中 则 必须 保持 += 的 条 件 ， 即 细胞 在 反应 器 中 的 平均 停留 时 间 必 须 等 
于 细胞 的 成 熟 时 间 tw。 对 CSTR， 由 于 返 混 的 作用 ， 将 使 一 部 分 细胞 在 反应 器 中 停留 时 间 小 
于 tw， 因而 这 一 部 分 细胞 对 生成 代谢 产物 没有 作出 贡献 ， 而 只 有 男 外 一 部 分 细胞 由 于 其 上 > 
ty 才能 生成 代谢 产物 。 而 对 CPFR， 由 于 无 返 混 存在 ， 所 有 细胞 在 反应 器 的 停留 时 间 皆 可 控 
制 在 := 的 水 平 上 ， 可 使 代谢 产物 的 产 率 达到 最 好 的 结果 。 还 有 一 些 次 级 代谢 产物 ， 如 青 
霉 素 ， 在 反应 器 停留 时 间 过 长 会 分 解 ，CSTR 中 由 于 有 一 部 分 可 能 1 >tw， 易 分 解 ， 而 CPFR 
则 易 控制 为 tw， 代谢 产物 不 易 分 解 。 

综 上 所 述 ， 要 选择 适宜 的 反应 右 类 型 和 操作 方式 需要 综合 考虑 多 方面 因素 ， 才 能 做 出 客 
观 的 选择 。 


8. 3. 5 连续 反应 过 程 的 应 用 


1. 确定 最 佳 培养 条 件 ”在 连续 培养 恒 化 器 中 的 菌 体 浓度 、 比 生长 速率 、 限 制 性 底 物 浓 
度 和 产物 浓度 等 均 恒定 不 变 ， 所 培养 的 微生物 始终 处 于 一 种 恒定 的 物理 、 化 学 环境 之 中 ， 为 
人 研究 微生物 对 环境 因子 的 响应 以 及 确定 最 佳 环境 条 件 提 供 了 极为 重要 和 有 用 的 工具 。 

在 生物 反应 过 程 中 ， 一般 关心 的 是 : 中 如 何 获得 最 大 的 生产 强度 ; @) 在 怎样 的 环境 条 件 、 
生长 速率 下 可 取得 最 高 的 转化 率 ; @) 控 制 什 么 限制 性 底 物 ， 在 何 种 浓度 水 平 下 才能 最 大 限度 地 
避免 其 他 副 产 物 形 成 。 应 用 连续 培养 技术 ， 可 以 比较 容易 地 获取 上 述 有 用 信息 。 

例如 ， 培 养 面 包 酵 母 ， 以 葡萄 糖 为 限制 性 底 物 ， 在 不 同 稀释 率 下 进行 连续 培养 ， 测 稳 态 
下 的 菌 体 浓度 、 糖 浓度 、 乙 醇 浓 度 以 及 计算 出 表 观 产 率 系数 ， 可 得 如 图 8-33 所 示 的 培养 
结果 。 

由 图 8-33(a) 可 知 在 D =0.1 ~0.25 培养 能 够 取得 培养 的 最 高 转化 率 Ys = 0.5g . g-!; 
在 此 种 稀释 率 D 下 ， 所 对 应 的 葡萄 糖 浓 度 s<0. 12g . L-!， 如 图 8-33(b) 所 示 ; 在 这 一 底 物 
浓度 下 , 乙醇 的 生产 比 速率 7,。=0， 如 图 8-33(c) 所 示 。 根 据 这 些 参 数 间 的 关系 ,可知 在 培 
养 面包 酵母 时 ， 应 控制 发 酵 液 中 面包 酵母 的 生长 比 速率 4 为 0.1 ~0.25h-:; 选择 合适 的 初 
糖 浓 度 cv ， 使 培养 操作 时 的 底 物 浓度 c,<0. 12g . L-'; 在 此 条 件 下 培养 ,基本 无 乙醇 生成 ， 
转化 率 可 高 达 50% 。 
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图 8-33 连续 培养 面包 酵母 时 各 参数 间 的 关系 


测定 培养 过 程 中 的 菌 体 浓度 cx ， 以 及 生产 中 容易 控制 的 参数 如 氧 摄取 比 速 率 qo,、 二 氧 
化 碳 排 出 比 速率 gco,， 并 计算 呼吸 商 RQ (gco,/go,) ， 可 得 如 图 8-34 所 示 的 结果 。 


qco, 


go, 
0 0.2 0.4 


图 8-34 连续 培养 面包 酵母 过 程 中 各 种 参数 与 呼吸 活性 间 的 关系 


由 图 8-33 及 图 8-34 可 知 ， 生 产 强度 的 最 大 值 是 在 稀释 率 D = 0.25h-… 下 取得 的 ， 为 
3.5g 上 Lh ， 应 控制 呼吸 商 RQ 为 1。 

综合 上 述 结 果 ， 可 得 培养 面包 酵母 的 最 佳 培 养 条 件 为 : s =0.12g.L ;人 = 0.25h- ， 
RQ =1， 此 时 生产 强度 及 底 物 的 转化 率 均 可 取得 最 大 值 。 以 此 培养 条 件 ， 采 用 连续 培养 或 流 
加 培养 就 能 够 获得 最 好 的 培养 结果 。 事 实 上 ， 现 代 工 业 化 规模 生产 面包 酵母 的 流 加 培养 和 操 
作 控 制 技术 就 是 建立 在 上 述 研究 结果 基础 上 的 。 

2. 富 集 、 选 育 特 殊 性 状 的 菌 种 ”应 用 连续 培养 技术 ， 可 以 建立 高 度 选择 性 的 环境 条 件 
以 筛选 和 富 集 培养 专 一 类 型 的 微生物 。 该 问题 包含 两 方面 的 内 容 : 其 一 是 为 了 找 出 能 完成 专 


320 


第 8 章 发 酵 过 程 设计 


一 功能 的 微生物 ， 必 须 针对 具体 选 定 的 微生物 群 ， 根 据 所 要 求 的 功能 建立 高 度 选择 的 培养 环 
境 ， 使 得 无 此 功能 的 微生物 在 此 环境 中 不 能 生长 或 极 少 生长 ， 从 而 获得 具有 该 功能 的 微 生 
物 ; 其 二 是 在 上 述 的 选择 培养 中 ， 最 终 得 以 保留 的 是 怎样 生长 性 状 的 菌株 。 

第 一 点 是 一 个 选择 环境 的 问题 。 可 以 通过 特殊 的 限制 性 底 物 和 极端 的 培养 物理 条 件 实 
现 。 例 如 ， 选 育 能 够 利用 碳 氨 化 合 物 的 微生物 ， 只 要 在 一 定 的 稀释 率 下 (通常 选 育 时 的 稀 
释 率 应 比 已 有 菌 种 的 操作 稀释 率 大 一 些 ) ， 培 养 即 可 ; 又 如 所 选 育 的 是 酵母 而 非 细 菌 ， 则 可 
在 培养 中 调 低 pH 3 ~4， 或 添加 抗生素 如 青霉素 来 实现 ; 如 果 所 选 育 的 是 嗜 热 微 生物 ， 则 在 
高 温度 下 连续 培养 ， 高 温 菌 自然 被 富 集 。 因 此 ， 应 用 独特 的 限制 性 底 物 、 培 养 的 温度 、pH 
极端 值 、 RO AAS 

第 二 点 是 在 连续 培养 过 程 中 生长 速率 各 异 的 菌 种 的 “去 ” 问题 。 类 似 于 在 连续 培 
养 过 程 中 污染 二 条 菌 在 什么 时 候 和 以 何 种 方式 残存 在 系统 之 中 的 问 是 

假设 一 连续 培养 微生物 X 的 过 程 中 被 Y 或 Z 或 W 微 生物 所 污染 。 其 中 杂 菌 Y 在 给 定 的 
限制 性 底 物 S 中 的 生长 比 速率 KW，< wx ; 杂 菌 Z 在 S 中 的 生长 比 速率 > x ; 而 杂 菌 W 在 
S 中 的 生长 比 速率 jw 则 与 $ 的 浓度 有 关 。 三 种 杂 菌 Y、Z、W 在 连续 培养 中 与 微生物 X 的 生 
长 关系 如 图 8-35 所 示 。 


CS Cs 


(0) 


图 8-35 杂 菌 Y、Z 和 W 在 连续 培养 中 生长 比 速率 与 限制 性 底 物 浓度 的 关系 
(a) Y 与 X; (b) Z 与 X; (c) W 与 X 


根据 连续 培养 理论 ， 一 种 微生物 在 培养 过 程 中 的 积累 为 生长 与 稀释 之 差 : 
细胞 积累 = 生长 量 -流出 量 


dex 


de = Mcx 一 Dex (8-186) 


对 于 杂 菌 Y， 如 图 8-35 (a) 所 示 ， 在 一 定 cs 下, yy 小 于 正常 培养 微生物 X 下 的 稀释 率 
Dx ， 因 : 


即 : 


dcy 
证 = Mycy — Dxcy (8-187) 


且 有 jy < Dx ， 故 Sr 为 负 值 。 结果 杂 菌 Y 不 能 残存 在 培养 系统 中 。 


对 于 杂 菌 Z， 如 图 8-35 (b) 所 示 ， 在 一 定 cs 下 , wz 大 于 正常 培养 微生物 X 下 的 稀释 率 
D ， 因 : 
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dcz 
民有 Mzcz — Dxcz (8-188) 
且 有 Sez 为 正 值 。 结 果 杂 菌 将 残存 在 培养 系统 中 ， 其 残存 方式 是 : 


et eg 微生物 Z 积累， 根据 连续 培养 理论 ，Z 的 积累 将 导致 限制 性 底 物 浓度 
cs 的 下 降 ， 下 降 至 ov 时 ， 有 Hz = Dx ， 建 立 了 一 个 在 cs' 下 的 新 稳定 状态 。 在 cs' 下 ， 微 生物 
X 不 能 与 过 抗争 ， 因 此 时 X 的 生长 比 速率 入 < D ， 微 生物 X 将 从 墙 养 系统 中 洗 出 。 

对 于 杂 菌 W，W 的 残存 与 否 取决 于 操作 的 稀释 率 ， 如 图 8-35 (c) 所 示 , 在 D = 0.2571. 
时 ， 双 不 可 能 与 X 竞 争 ， 如 立 与 X 的 情形 ，W 终 将 被 洗 出 ; 当 D = 0.75D. 时 ，X 不 可 能 与 
W 竞争 ， 如 2 与 X 的 情形 ,X 终 将 被 洗 出 ，W 在 系统 中 残存 。 

可 见 ， 在 选择 性 富 集 培养 过 程 中 ， 最 后 系统 中 保留 的 是 : 在 此 环境 中 的 生长 比 速率 最 大 
的 微生物 。 

3. 连续 发 酵 与 产物 的 形成 ”类 似 于 分 批发 酵 过 程 ， 连 续 发 酵 产 物 形 成 的 动力 学 类 型 亦 
可 分 为 3 类， 即 生长 耦 联 型 、 生 长 部 分 耦 联 型 和 非 生长 耦 联 型 。 然 而 ， 与 分 批发 酵 过 程 不 同 
的 是 ， 由 于 生长 受到 限制 性 底 物 的 限制 ， 许 多 次 级 代谢 产物 与 生长 平行 产生 

连续 培养 的 方法 能 够 提供 高 度 选择 性 环境 ， 为 研究 环境 因子 ， 特别 是 限制 性 底 式 物 种 类 、 
浓度 与 产物 形成 之 间 的 关系 提供 了 一 个 非常 有 用 的 工具 。 所 要 研究 的 重要 问题 之 一 就 是 : 专 
一 的 限制 性 底 物 怎样 影响 细胞 的 产物 生成 比 速率 ? 虽然 至 今 尚未 清楚 地 解释 这 一 问题 ， 但 是 
在 一 些 研 究 中 却 获 得 了 对 发 酵 生 产 极为 有 用 的 数据 。 如 在 各 种 限制 性 底 物 对 链球 菌 产生 乳酸 
的 研究 中 得 到 如 表 8-2 所 示 的 结果 。 

表 8-2 在 连续 培养 中 链球 菌 变异 株 由 葡萄 糖 生成 乳酸 

限制 性 营养 物 | 稀释 率 (h-) | 细胞 产 酸 力 (g,* g.') | 产物 生成 比 速率 (g,* g:'*h 一 )| 乳酸 (g 7) 

葡萄 糖 0.017 5.4 0. 092 4.0 


和 葡萄糖 0. 034 6.1 0.21 4.0 
和 葡萄糖 0.051 6.0 0.31 
0. 034 26.3 0. 89 


磷酸 盐 0. 034 80.0 克也 


可 见 ， 不 同 的 限制 性 底 物 对 产物 生成 比 速率 的 影响 差别 巨大 ， 为 提高 生产 强度 选择 合适 
的 限制 性 物质 非常 重要 。 此 例 中 ， 当 以 氮 源 或 磷酸 盐 为 限制 性 底 物 时 ， 使 葡萄 糖 的 代谢 与 生 
长 速率 无 关 ， 即 生长 与 葡萄 糖 代谢 非 耦 联 ， 促 使 葡萄 糖 的 分 解 代谢 产物 一 一 乳酸 大 量 产生 和 
积累 ， 菌 种 的 产物 生成 比 速率 提高 了 一 个 数量 级 。 类 似 这 种 恰当 地 使 用 限制 性 底 物 ， 促 使 形 
成 产物 的 主要 成 分 乳酸 与 生长 非 耦 联 、 调 节 控 制 产物 生成 的 代谢 机 制 ， 从 而 增强 细胞 生成 产 
物 的 能 力 ， 提 高 产物 生成 比 速率 的 方法 ， 对 发 酵 生 产 具 有 极为 重要 的 理论 研究 和 实践 意义 。 

4. 微生物 遗传 稳定 性 的 研究 ”进行 连续 培养 时 , 理论 上 微生物 可 以 无 限 地 生长 , 因而 也 
是 研究 其 遗传 稳定 性 的 好 方法 。 早 在 20 世纪 50 年 代 , 许多 研究 人 员 已 用 连续 培养 的 方法 研 
究 微 生物 的 自然 变异 率 或 化 学 诱 变 率 。 近 年 来 , 基因 操作 技术 的 发 展 , 使 许多 昂贵 的 具有 重 
要 生理 活性 的 人 体 和 蛋白 可 利用 微生物 来 大 量 生 产 。 通 常 利用 重组 质粒 将 外 源 目 的 基因 转 入 宿 
主 菌 内 , 若 该 重组 质粒 丢失 或 有 关 基 因 发 生 突 变 , 基因 工程 菌 即 失去 生产 能 力 , 因而 其 质粒 
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稳定 性 十 分 重要 。 连 续 培 养 已 广泛 用 于 基因 工程 菌 的 质粒 稳定 性 研究 , 例如 生长 速率 (稀释 
率 ) 、 限 制 性 基质 、 质 粒 与 宿主 等 对 质粒 稳定 性 的 影响 。 以 葡萄 糖 为 限制 性 基质 的 合成 培养 
基 连 续 培养 E.coli W 3110 (pEC 901) 时 发 现 ， 基 因 工 程 菌 以 一 定 频率 产生 丢失 质粒 的 变异 
菌 , 同时 丢失 质粒 的 个 体 因 较 原 基因 工程 菌 具有 生长 的 优势 , 一 旦 出 现 即 很 快 将 原 基因 工程 
菌 淘汰 。 该 基因 工程 菌 在 高 生长 比 速率 下 有 较 高 质粒 稳定 性 , 这 一 特点 在 进行 高 密度 发 酵 时 
可 作为 发 酵 控 制 的 依据 。 

目前 ， 除 大 规模 工业 化 生产 单 细 胞 蛋白 、 工 业 化 处 理 废水 采用 连续 培养 技术 之 外 ， 其 他 
发 酵 产 物 的 工业 生产 极 少 采用 连续 培养 技术 。 这 是 因为 : 中 杂 菌 污染 问题 。 因 连续 培养 以 长 
期 、 稳 定 连续 运转 为 前 提 ， 在 整个 培养 过 程 中 ， 必 有 需 不 断 地 供给 无 菌 的 新 鲜 培 养 基 ， 好 氧 发 
酵 时 ， 必 有 需 同时 供给 大 量 的 无 菌 空气 ， 这 两 种 供给 的 过 程 中 极 易 带 来 杂 菌 的 污染 ， 长 期 保持 
连续 培养 的 无 杂 菌 状态 非常 困难 。@ 变 异 问题 。 因 工业 化 生产 所 用 菌株 大 都 是 通过 人 工 诱 变 
处 理 的 高 度 变异 株 ， 在 长 期 的 连续 培养 过 程 中 容易 使 回复 突变 菌株 逐渐 积累 ， 最 后 取得 生长 
优势 。 另 外 ， 因 为 发 酵 过 程 的 目的 是 要 制造 成 本 最 低 的 产品 ， 为 此 目的 ， 其 一 是 使 原料 以 最 
大 的 转化 率 和 最 大 的 体积 生产 强度 转化 为 产物 ; 其 二 是 使 发 酵 结 束 时 发 酵 液 中 含有 尽 可 能 高 
的 产物 浓度 ， 以 缩小 产物 分 离 提取 系统 的 规模 和 操作 的 费用 。 一 些 发 酵 过 程 其 产物 的 分 离 提 
取 费 用 占 生产 总 成 本 的 40% 以 上 ; 而 对 于 大 多 数 抗生素 和 精细 化 学 品 的 发 酵 生 产 ， 其 本 身 
就 是 一 个 高 成 本 分 离 过 程 的 生产 过 程 。 因 在 连续 培养 过 程 中 ， 流 出 的 发 酵 液 中 产物 浓度 一 般 
比分 批发 酵 和 流 加 培养 的 低 ， 结 果 加 重 了 分 离 提 取 的 负荷 ， 在 生产 成 本 上 没有 竞争 力 。 但 是 
连续 培养 可 提供 一 个 微生物 代谢 的 高 度 选择 的 最 佳 环 境 ， 在 生产 强度 、 转 化 率 上 能 够 具有 优 
势 ， 只 要 在 获取 高 产物 浓度 上 取得 技术 突破 ， 便 会 增进 其 竞争 优势 。 可 见 ， 连 续 培 养 的 方法 
对 于 发 酵 产 物 的 工业 化 生产 仍 极 有 潜力 。 


8.4 流 加 反应 过 程 


流 加 反应 过 程 的 主要 特征 是 ， 反 应 过 程 中 ,反应 物 连 续 或 分 批 加 入 ， 产 物 一 次 性 或 间断 
性 排出 。 因 此 ， 流 加 反应 过 程 既 有 分 批 操 作 的 非 稳 态 的 分 批 特 性 ， 也 有 连续 反应 过 程 的 连续 
加 料 与 出 料 的 有 关 特 性 。 由 于 加 料 与 排 料 得 到 控制 ， 因 此 流 加 反应 过 程 的 主要 优点 如 下 : 

(1) 底 物 和 副 产 物 的 浓度 得 到 控制 ， 酶 或 细胞 的 反应 环境 可 处 于 稳定 的 最 优 条 件 。 

(2) 可 对 反应 过 程 灵活 调控 ， 获 得 较 高 的 细胞 密度 、 产 物 浓度 和 生成 速率 。 

(3) 流 加 反应 过 程 可 应 用 于 连续 操作 不 合适 的 情况 ， 而 过 程 特性 又 优 于 分 批 反 应 过 程 。 
例如 ， 它 既 可 避免 细胞 分 批 培养 生产 能 力 较 低 的 缺点 ， 也 能 降低 连续 过 程 的 菌 种 变异 和 杂 菌 
污染 的 可 能 

但 是 ， 流 加 反应 过 程 ( 补 料 分 批 培养 ) 并 非 十 全 十 美 ， 它 也 有 一 些 缺 点 : 中 用 于 反馈 
控制 的 附属 设备 比较 贵 ;@ 在 没有 反馈 控制 的 系统 中 ， 料 液 的 添加 程序 是 预先 固定 的 。 当 微 
生物 的 生长 方式 〈 即 菌 体 生 长 ) 随时 间 变 化 的 情况 与 预想 的 不 一 致 时 ， 不 能 进行 有 效 地 调 
节 ; 名 要 求 操作 者 具有 较 高 的 操作 技能 。 另 外 ， 补 料 分 批 培养 要 解决 的 一 个 重要 问题 是 向 发 
酵 负 中 加 入 什么 物质 以 及 如 何 加 入 这 些 物 质 。 目 前 在 生产 上 还 只 是 赁 经 验 确定 ， 或 根据 少数 
几 次 检测 的 静态 参数 设 定 控制 点 ， 带 有 一 定 盲目 性 ， 很 难 同 步 地 满足 微生物 生长 和 产物 合成 
的 需要 ， 也 不 可 能 完全 避免 基质 的 调控 反应 。 

很 多 生物 反应 过 程 是 以 流 加 操作 方式 进行 的 ， 其 主要 原因 是 : 对 酶 反应 或 细胞 的 生长 与 
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代谢 过 程 普遍 存在 底 物 或 产物 的 抑制 作用 ， 并且 有 些 过 程 需 要 在 反应 的 特定 时 间 内 加 入 前 体 
等 物质 ， 对 具有 这 类 特征 的 反应 ， 其 操作 模式 多 为 流 加 底 物 和 阶段 性 地 出 料 ， 对 此 唯 有 灵活 
性 比较 大 的 流 加 操作 方式 比较 适合 ;其 次 ,一般 生 物 反应 过 程 的 优化 从 操作 方式 、 操 作 条 件 
和 反应 器 型 号 进行 ， 在 操作 条 件 和 反应 器 型 号 一 定 的 条 件 下 ， 为 提高 宏观 反应 过 程 速率 ， 过 
程 优化 必须 依赖 操作 方式 的 优化 。 而 在 操作 方式 中 ， 流 加 反应 过 程 是 生物 反应 过 程 的 主要 优 
化 手段 之 一 。 这 种 操作 方式 对 生物 反应 过 程 的 研究 与 开发 也 具有 重要 价值 ， 因 此 目前 得 到 国 
内 外 的 充分 重视 。 

生物 反应 器 的 流 加 反应 过 程 ， 根 据 不同 的 酶 反应 和 细胞 反应 的 特征 ， 其 类 型 变化 较 大 ， 
对 细胞 培养 过 程 ， 从 过 程 的 分 批 特 性 和 补 料 方式 上 进行 区 分 ， 有 各 种 类 型 ， 其 中 可 概括 为 下 
述 3 种 典型 方式 : 补 料 分 批 培养 、 反 复 补 料 分 批 培 养 和 反复 分 批 培 养 。 这 三 种 操作 方式 的 共 
同 之 处 是 ， 它 们 都 在 分 批 培养 的 基础 上 ， 以 补 料 方式 在 同一 批 次 中 加 入 底 物 和 (或 ) 放出 
部 分 培养 物 的 方式 对 分 批 培养 过 程 进行 优化 。 其 中 ， 补 料 分 批 培养 是 以 连续 流 加 底 物 的 方法 
为 细胞 的 生长 与 代谢 提供 最 佳 条 件 ， 在 培养 过 程 中 ， 反 复 分 批 培 养 和 反复 补 料 分 批 培养 ， 通 
过 阶段 性 地 排出 一 定量 的 培养 液 同 时 加 入 一 定量 新 鲜 培养 液 进行 多 次 的 分 批 培养 或 补 料 分 批 
培养 。 它 们 的 差别 在 于 培养 基 的 加 入 方式 和 培养 液 排出 方式 的 不 同 。 在 上 述 各 种 操作 方法 
中 ， 应 用 最 广泛 的 是 补 料 分 批 培养 ， 若 要 对 过 程 进行 进一步 的 优化 ， 也 常 使 用 反复 补 料 分 批 
培养 。 


8.4.1 流 加 过 程 动力 学 


补 料 分 批 培养 的 优化 操作 与 控制 是 以 对 过 程 的 分 析 和 数学 模型 的 建立 为 基础 的 ， 为 此 必 
须 明 确 过 程 的 各 种 变量 与 参数 的 性 质 及 其 相互 关系 。 这 些 变量 与 参数 分 为 状态 变量 、 操 作 变 
量 和 过 程 参 数 。 生 物 反 应 器 的 过 程 状态 指 能 充分 表示 在 任何 反应 时 间 、 反 应 情况 的 一 组 相互 
依赖 的 变量 及 其 数值 ， 这 些 变 量 称 为 状态 变量 。 属 于 状态 变量 的 有 pH、 温 度 、 培 养 液 中 的 
细胞 浓度 、 底 物 和 产物 浓度 等 。 状 态 变 量 的 变化 由 操作 变量 引起 ， 这 些 操作 变量 包括 加 料 速 
率 、 加 料 中 的 底 物 浓度 、 搅 拌 速度 和 通气 速率 等 。 状 态 变 量 的 变化 反映 在 过 程 参 数 或 细胞 的 
生长 参数 上 ， 它 包括 细胞 的 生长 比 速率 、 得 率 系数 、 氧 和 C0, 的 传递 速率 等 。 在 补 料 分 批 
培养 时 ， 由 加 料 速率 这 一 操作 变量 引起 的 状态 变量 的 变化 ， 一 般 用 过 程 的 状态 方程 描述 ， 状 
态 方程 与 质量 平衡 和 能 量 平衡 有 关 。 

由 于 补 料 分 批 培 养 属于 分 批 培养 与 连续 培养 之 间 的 过 渡 态 操作 ， 因 此 随 着 底 物 施加 速率 
的 变化 ， 培 养 液 的 组 成 、 细 胞 浓度 和 培养 液体 积 等 过 程 状态 变量 均 随时 间 发 生变 化 ， 状 态 变 
量 的 估计 与 质量 稀 算 都 以 总 量 的 变化 来 进行 。 

若 以 c 表示 培养 液 中 各 组 分 的 浓度 (包括 细胞 质量 浓度 和 底 物 浓度 )， 以 Vs 表示 反应 
器 的 有 效 体积 ， 则 其 总 量 稀 算式 为 

d(cVa) _ J de ,dVs) 


a dt (8189) 
由 于 反应 器 有 效 体积 的 增 量 与 加 料 速 率 相 等 ， 因 此 有 
A F 8-190 
i (8-190) 
式 中 :了 为 加 料 速率 (L.h-)。 
d(cVs) de ， el Vi) 
所 以 : 人 (8-191 ) 
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式 中 : r 为 以 各 组 分 为 基准 的 反应 速率 (g .L-1.h-D)。 
于 是 : 全 过 演 pd —-c) =r+D(c, -ce) (8-192) 
式 中 : o 为 加 料 中 的 组 分 浓度 〔g* L-') ; D 为 稀释 率 , D = 地 ， 指 加 料 流量 与 反应 器 有 效 体 


积 之 比 (h-) 。 

由 上 式 可 以 得 出 细胞 的 衡 算式 为 
> = = Dor'= (w= Des (8-193) 
式 中 ;为 细胞 比 生长 速率 (h- ) ; cx 为 细胞 质量 浓度 (g : L7')。 

需要 根据 底 物 在 反应 中 的 消耗 情况 求解 底 物 的 衡 算式 ， 当 底 物 的 消耗 仅 用 于 细胞 生长 
时 ， 底 物 的 变化 速率 为 : 


les 
= D(cs -cs) = 总 (8-194) 
式 中 : cs 、cs 为 补 料 中 、 培 养 液 中 底 物 的 浓度 (g. L-!) ; Ys 为 细胞 对 底 物 的 得 率 系 
数 (g* 8 )s 
当 底 物 用 于 细胞 生长 和 维持 活动 时 ， 有 : 
d 
如 = Do-( 共 +mjm (8-195 ) 


式 中 : mm 为 维持 常数 (gg h); Y%s 为 细胞 对 底 物 的 理论 得 率 系数 (g .5 )。 
当 底 物 用 于 细胞 生长 、 维 持 活动 和 产物 生成 时 ， 有 : 


d 
了 - ( 疙 +m+eje (8-196) 
式 中 :gs 为 产物 生成 比 速率 。 
在 判明 反应 特征 的 条 件 下 ， 产 物 的 衡 算式 为 
d(ceV. 
二 (8-197) 
dep 
因此 : 可 = gecx -De (8-198 ) 


以 上 各 式 中 产物 生成 比 速率 we 的 计算 需 在 判明 反应 特征 的 条 件 下 ， 使 用 Gadden 反应 类 
型 的 有 关 表 达 式 进行 。 

对 不 同 的 流 加 控制 方法 ， 加 料 速 率 玉 和 稀释 率 D 的 变化 规律 不 同 ， 并且 除 恒 流量 流 加 
情况 以 外 ， 其 他 均 为 时 间 的 函数 ， 因 此 状态 方程 的 差异 ,反映 了 各 种 补 料 方 式 的 不 同 。 以 下 
分 别 讨论 几 种 典型 的 控制 方式 的 操作 模型 。 

1. 恒 速 流 加 操作 模型 ”对 补 料 分 批 培养 ， 若 以 底 物 仅 消耗 于 细胞 生长 而 与 维持 活动 或 
产物 生成 无 关 的 过 程 为 例 ， 其 底 物 的 消耗 速率 方程 式 为 式 (8-194) 。 假 定 在 过 程 早期 细胞 生 
长 速率 保持 最 大 生长 比 速率 ,yj = ws ， 对 此 方程 乘 以 Ys 后 与 式 (8-193) 相 加 得 到 : 

d(cx + Yscs) _ d[cx — ws(cCs, 一 és)] 
dt dt 


== De — Yys( cs -cs)] (8-199) 
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根据 页 = Vi + Ft 和 DD = 六 ， 代 入 上 式 ， 分 离 变量 并 整理 可 得 到 ， 
dln[ cx — Yys(cs — cs)] dln( Vs + Fi) 
di 了 dt 0 


将 初始 多 件 c。 = 马 、ex = ex。 、 Ve = Vi 代入 上 式 ， 由 于 衡 流量 流 加 时 为 定 值 ， 可 以 
解 出 : 
Ve _ Cxo ~ Ys(cs ~ cso) 
Vi 过 ote 二 三 
式 中 : cs 为 加 料 开 始 时 培养 液 中 底 物 的 浓度 (g : 工 ”) ; cs 为 补 料 中 的 底 物 浓度 (g 二) 。 
结合 初 值 条 件 ， 可 以 推出 : 


Vscsoexp (Mmat) 


六 Vi + Fi (8-202) 
把 此 式 代 入 上 式 可 以 得 到 : 
Feat + Vr, (a + 人 上- Ve (Hont) 
cs = 2 (8-203 ) 
人 + Ft 


由 于 以 衡 流量 进 料 ， 在 细胞 生长 的 化 学 计量 。 ,+ 
关系 的 约束 下 ， 细 胞 不 能 始终 保持 最 大 生长 比 速 。 
率 增加 ， 在 细胞 密度 增加 至 一 定数 值 后 会 发 生 下 
降 ， 这 时 状态 方程 描述 的 过 程 特性 有 如 图 8-36 
所 示 的 情况 。 由 图 可 见 ， 由 于 在 整个 过 程 中 加 料 2 
速率 恒定 ， 故 细胞 的 生长 状态 在 此 操作 参数 下 变 
化 明显 。 在 过 程 前 期 细胞 密度 较 低 时 ， 流 加 速率 
相对 较 大 ， 细 胞 可 以 最 大 生长 比 速率 生长 ， 随 着 
过 程 进行 ， 在 细胞 浓度 较 大 时 ， 因 培养 液体 积 在 2 1 
逐渐 增 大 ， 稀 释 率 和 生长 比 速率 逐渐 减 小 ， 加 料 图 8-36， 恒 速 流 加 分 批 培养 过 程 的 动态 变化 
速率 下 的 外 部 控制 使 细胞 的 生长 达到 拟 稳 态 。 


= 0 ， 细 胞 浓度 恒定 。 拟 稳 态 不 是 严格 的 拟 稳 态 ， 此 时 


- 


过 程 在 拟 稳 态 时 的 特性 为 ; 


底 物 浓度 cs 很 小 ， 趋 近 于 零 但 并 不 等 于 零 。 在 2 = 0 的 条 件 下 ， 由 式 (8-193) 可 以 看 出 ， 
人 = D ， 因 此 由 Monod 方程 可 以 求 出 拟 稳 态 时 的 底 物 浓度 cs 为 


KD 
Cs = 六 (8-204) 
拟 稳 态 时 生长 比 速率 随时 间 的 变化 规律 为 
dv df 瑟 - - FP 
di a yr (Ve + Fe)? (8-205 ) 
假设 反应 器 的 体积 较 大 ， 而 初始 体积 Vs 相对 较 小 ， 经 过 长 时 间 的 流 加 培养 后 ， 有 : 
gl : 
2 (8-206 ) 
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这 说 明 如 果 要 使 培养 液 中 限制 性 基质 浓度 保持 不 变 ， 同 时 细胞 生长 速率 不 降低 ， 就 不 能 
够 采用 恒 速 流 加 。 

恒 速 流 加 的 实用 价值 在 于 它 的 操作 简单 ， 并 且 可 用 于 调控 细胞 的 生长 速率 与 状态 。 例 如 ， 
对 重组 大 肠 杆 菌 培养 过 程 ， 在 表达 期 用 乳糖 诱导 T7 启动 子 控制 下 的 表达 外 源 基因 时 ， 细 胞 的 
生长 比 速率 应 该 控制 在 较 低 水 平 ， 故 用 乳糖 的 恒 速 流 加 可 获 细胞 的 高 密度 和 基因 的 高 表达 。 

2. 恒定 生长 参数 的 流 加 模型 

1) 恒定 生长 比 速率 4 的 流 加 操作 : 使 加 料 速率 按 指数 规律 增加 ， 以 保持 限制 性 基质 浓 
度 保持 不 变 ， 故 称 为 指数 流 加 。 由 于 细胞 的 生长 比 速率 为 底 物 浓度 的 函数 ， 因 此 指数 流 加 可 
以 使 生长 比 速 率 /w 保持 恒定 。 在 此 条 件 下 ， 根 据 生 长 比 速 率 的 定义 : 
国人 
nex dt 


(8-207) 


可 以 得 到 : 
cxVrR = cxoTnuexp(Hol) (8-208) 
式 中 ;jw 为 开始 流 加 时 的 生长 比 速率 ,并 且 有 jo = 。 


若 底 物 的 消耗 仅 用 于 细胞 生长 ， 根据 底 物 隐 算式 以 及 约束 条 件 es = 0 ， 可 以 得 到 


下 两 = Ys P(e = 全 ) (8-209 ) 
求 得 流 加 速率 为 
Hocx Vr Mocxo VroeXp (Kol) 
F = = 8-210 
人 yxs(c -es) yxs(c -cs) 
由 以 上 两 式 联 立 可 得 : 
cx _ exp (Wot) 
cxo “1- Acx, + Acx,exp( ot) 人 
1 
3 4 = 二 8-212 
六 区 (cs -cs) 
并 有 : 于 = 1 -4cx + Acxexp (pol) (8-213) 
2) 恒定 生长 速率 ry 的 流 加 操作 : 这 种 形式 的 流 加 操作 在 整个 操作 过 程 中 满足 : rx = 
Hex =mu， 所 以 有 
要 (8-214) 
内 
dex _ dM) dd des 
a wd Nd dd (8713) 
根据 生物 量 衡 算 方程 : 
= rx = .Dex = ix = Dp (8-216) 
联 立 上 两 式 (8-215，8-216) 可 以 得 到 : 
= 2 du dcs L 
D==p(i+p 坚守 】 (8217) 
由 于 基质 平衡 方程 : 
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d 
Ss Rc FD = (8-218) 
所 以 : 
ds + 
Ss/xHCx 
== 0 (8-219) 
V C8 =68 
因此 ， 可 以 得 到 : 
d (0 08) = Lr 
Cs HK\cs S S/X' Xo (8-220) 


d 1- (0 -ec)din(y) 1/des 
若 细胞 生长 采用 Monod 方程 ， 将 方程 无 因 次 化 ， 最 后 得 : 


>。 |(1-s) -48 
ds _ 上 5 3) _ s[—-s*—-(b-1)s-ab] (8.221) 
d0 1-(1-s)| a | 5s +2as -a 
s(s+a) 
其 中 a es (8-222) 
~ Cr 1 的 Msn Cs Yys 


求 出 上 式 的 解 之 后 ， 就 可 以 进一步 求 得 流 加 速率 随时 间 的 变化 关系 。 保 持 细 胞 生长 速率 
rx 恒定 的 操作 ， 具 有 随 过 程 的 进行 生长 比 速率 逐渐 下 降 ， 而 细胞 浓度 上 升 的 特性 ， 可 满足 某 
些 过 程 对 生长 速率 进行 调控 的 要 求 。 
3. 定 值 控制 的 流 加 模型 ”一 般 定 值 控制 流 加 系 指 通过 控制 底 物 的 加 入 速率 以 保持 过 程 
的 参数 不 变 ， 在 定 值 控制 中 ， 常 用 的 方法 是 保持 培养 液 的 pH 或 深 氧 恒定 ， 分 别称 为 恒 pH 
法 (pH-STAT) 和 恒 溶 氧 法 (DO-STAT) 。 
1) 恒 pH 流 加 操作 : pH 对 细胞 的 生理 过 程 有 着 重要 的 影响 ， 对 多 数 细胞 反应 过 程 而 
， 当 培养 液 中 关键 碳 源 浓度 较 高 或 细胞 生长 过 快 时 ， 碳 源 代谢 过 程 会 产生 一 定量 的 有 机 
对 细胞 的 生长 会 造成 抑制 作用 。 因 此 ， 通 过 pH 的 检测 与 底 物 的 流 加 关联 控制 ， 可 调控 
细胞 的 代谢 过 程 ， 使 培养 液 pH 保持 最 佳 值 。 
恒 pH 法 系 由 MacBean 和 Martin 等 建立 ， 既 可 用 于 补 料 分 批 培 养 ， 也 可 用 于 连续 培养 。 
其 基本 控制 机 制 是 ， 以 同时 分 别 流 加 作为 碳 源 的 底 物 和 作为 氮 源 的 氨水 等 碱 性 物质 的 手段 控 
制 培养 液 的 酸碱度 ， 以 酿酒 酵母 或 大 肠 杆菌 培养 过 程 为 例 ， 分 析 如 下 : 
以 葡萄 糖 或 蔗糖 做 碳 源 ， 以 氨水 做 氮 源 的 微生物 的 需 氧 培养 过 程 的 化 学 计量 方程 为 
4(C,H,0.) + B(NHi) + C(0,) 一 D(CoHsON,) + B(H*) + E(CO,) + F(H,0) 
(8-223) 
式 中 : 4、B、C、D、E、F 为 化 学 计量 系数 ; C,H,0.、C。Hs0,N, 为 碳 源 、 细 胞 的 分 子 式 。 
化 学 计量 式 表 明 ， 每 消耗 1mol 氧 氧 化 镁 时 产生 1mol 质子 ， 对 质子 的 衡 算 式 为 : 
den Fs Fs, 及 多 
和 六 ca 一 Vr conn + Voc + Pe (8-224) 
式 中 : ca 为 培养 液 中 的 质子 含量 ( mol . L) ; cns 为 流 加 碱 液 中 的 质子 含量 (mol : 工 ) ; 
cac 为 流 加 培养 基 中 的 质子 含量 (mol . 工 ” ) ; co s 为 流 加 碱 液 的 浓度 (mol . 工 ) ; F 为 底 
物 溶液 的 流 加 速率 (L .h-); Fs 为 碱 液 的 流 加 速率 (Lh ) ; 六 二 为 细胞 对 质子 的 得 率 系 
数 ， 对 和 氨 氧 化 铵 来 说 ， 其 值 等 于 细胞 对 氨 氧 化 铵 的 得 率 系 数 Ys (g. mol )。 
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底 物 溶液 对 碱 液 的 相对 流 加 速率 F./Fs 是 重要 的 操作 变量 ， 以 细胞 质量 为 基准 衡 算 ， 可 
以 得 出 临界 FV/F; 为 
F Ync H,B 
Ce ey 
临界 FALFs 与 细胞 反应 的 最 优 碳 氮 比 有 关 ， 它 取决 于 得 率 系 数 了 和 了 ys 的 数值 。 

恒 pH 法 的 流 加 在 重组 菌 的 培养 上 应 用 较 多 ， 以 细菌 Alcaligenes latus 在 胞 内 生产 聚 B - 
羟基 丁 酸 (PHB ) ， 实 验 说 明 恒 pH 优 于 恒 流 量 流 加 和 指数 流 加 。 对 蔗糖 溶液 的 恒 流 量 流 加 、 
指数 流 加 和 恒 pH 法 流 加 的 细胞 密度 分 别 可 达 24.7g .L7-、32.9g.L -和 35.4g .EL 。 单 位 
反应 器 体积 的 PHB 浓度 分 别 可 达 8.5g .1L-、16.3g.L- 和 18.2g.L-:。 恒 pH 法 所 得 的 胞 
内 PHB 含量 约 为 52% 。 如 图 8-37 所 示 为 恒 pH 法 的 典型 结果 。 实 验 条 件 为 : Fu/F， =10; 流 
加 芒 糖 浓度 和 氨水 浓度 分 别 为 500g : L-' 和 200g . L-!,， pH =6.5。 


30 蘑 精 2 ,8 500 
400 
we 
号 个 017 20300 
品名 将 
若 呈 宇 还 200 
及 类 村 
6 100 上- 
0 
时 间 (h) 时 间 (h) 
(a) (b) 


图 8-37 恒 pH 流 加 分 批 培养 的 过 程 变化 


2) 恒 溶 氧 流 加 操作 ， 其 基本 原理 在 于 通过 关联 主要 细胞 反应 的 碳 源 代谢 与 氧 的 消耗 ， 
来 进行 底 物 流 加 速率 与 摄 氧 率 的 关联 与 控制 。 一 般 在 细胞 培养 过 程 中 ， 培 养 液 中 的 浓度 增 大 
时 ， 代 谢 反应 速率 较 大 ， 底 物 浓度 则 下 降 ; 而 当 底 物 浓度 较 高 ， 并 且 细 胞 生长 速率 与 浓度 较 
大 时 ， 溶 氧 浓度 则 下 降 ， 因 此 可 对 溶 气 浓 度 与 底 物 的 流 加 速率 进行 关联 控制 。 

对 多 数 细胞 反应 过 程 来 讲 ， 培 养 液 中 的 溶 氧 浓 度 为 工艺 参数 ， 要 求 保 持 定 值 ， 因 此 氧 传 
递 的 推动 力 不 能 改变 ,在 一 定 的 反应 器 传 氧 效率 下 ,细胞 的 摄 氧 率 OUR 必 与 氧 传递 速率 
OTR 相等 ， 即 : 


jia(c -cor) = cx (8-226) 
Yywo 


上 式 说 明知 要 保持 细胞 的 生长 比 速率 不 变 ， 必须 增 大 氧 的 传递 系数 和 传递 效率 。 因 
此 ， 在 恒 涂 氧 法 的 过 程控 制 时 ， 必 须 通 过 不 断 提 高 通气 速率 、 搅 拌 速度 或 通 入 纯 氧 等 措施 为 
细胞 生长 提供 条 件 ， 通气 速率 、 搅 拌 速度 和 流 加 速率 是 相互 关联 的 操作 变量 。 但是， 在 实际 
过 程 中 ， 一 般 反 应 器 的 供 氧 条 件 不 能 随意 改变 ， 这 时 底 物 流 加 速率 的 控制 必须 与 OUR 的 变 
化 关联 。 在 氧 供需 平衡 时 ， 参 照 上 式 ， 保 持 生 长 比 速率 人 不 变 的 底 物 流 加 速率 斑 (1) 可 由 
下 式 决 定 : 


了 2 
Ve + F(1)t = FOUR) Yo exPCpt) (8-227 ) 
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式 中 : cx 、P 分 别 为 流 加 开始 的 细胞 质量 浓度 (g ' 工 - ) 和 反应 器 有 效 体积 (L) 。 

在 摄 氧 率 OUR 等 参数 可 在 线 检测 的 条 件 下 ， 可 由 上 式 对 发 酵 过 程 进行 控制 。 

4. 反复 流 加 操作 模型 以 上 已 指出 恒 流 量 的 分 批 流 加 操作 存在 拟 稳 态 的 不 足 ， 对 此 可 
通过 反复 补 料 分 批 培 养 ， 即 反复 流 加 操作 加 以 克服 。 通 过 这 种 操作 手段 ， 在 每 次 放 料 后 ， 重 
新 开始 恒 速 流 加 时 ， 细 胞 的 生长 比 速率 得 到 提高 。 从 过 程 的 整体 特性 看 ， 其 细胞 质量 浓度 和 
生长 比 速率 均 保 持 在 较 高 的 水 平 上 ， 过 程 表 现 出 拟 稳 态 特性 。 图 8-38 显示 对 底 物 抑制 动力 
学 的 动态 过 程 模拟 计算 结果 ， 模拟 计算 时 有 关 参 数 分别 以 无 量 纲 数值 表示 ， 即 sx = 
cx/(YxwsCs,) ， T = Va/Va, ， cs = csMcs »D = Da se = W/max » T = max o 

反复 补 料 分 批 培养 时 ， 长 时 间 的 拟 稳 态 操作 使 过 程 具有 连续 过 程 的 性 质 ， 反 应 器 的 生产 
能 力也 较 大 ， 这 可 通过 对 拟 稳 态 的 产物 生成 做 近似 计算 说 明 。 对 以 恒 流 量 进 行 流 加 过 程 ， 流 
加 开始 时 的 产物 浓度 和 反应 器 有 效 体积 分 别 为 cp 和 Vi。， 则 由 式 (8-197) 积分 可 得 : 


CpoV ro I 
六 = + he Ve + Fi)dt (8-228) 


图 8-38 反复 补 料 分 批 培养 的 动态 模拟 


假定 拟 稳 态 时 的 平均 细胞 浓度 为 co ， 并 令 : 


Vrs —V 

= (8-229) 
Rm 

(8-230) 
Vi 


式 中 : ”为 排 料 体积 与 流 加 结束 时 的 体积 Vi 之 比 ; Du。 为 拟 稳 态 时 的 稀释 率 (h- )。 
令 y = 1 -7 ， 则 可 以 计算 得 到 拟 稳 态 时 的 产物 浓度 ca。 。 


Cpm = ycp + cx oO + Di,t) di (8-231) 
设 第 一 周期 结束 的 产物 浓度 为 c。， 并 有 : 

天 二 cy + Dt) dt (8-232) 
因此 : cpm = ycp 十 天 (8-233 ) 
同 理 ， 对 第 二 周期 的 产物 浓度 有 : 

cm = ycp +K=Yy cn +yYK+K (8-234 ) 
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第 次 周期 结束 时 ， 产 物 浓度 ce 为 
cp，= Y cp, + K(y” +y + +y+1) = Ycp, 十 KS 2 (8-235) 
所 以 当 很 大 时 ， 有 : 


-KK .大 
yy 

以 上 计算 说 明 ， 反 复 补 料 分 批 培养 的 产物 浓度 在 过 程 开 始 时 增加 较 快 ， 随 培养 过 程 进 
行 ， 产 物 浓度 趋 于 定 值 。 另 一 方面 ， 由 于 可 以 进行 长 时 间 的 周期 性 操作 ， 可 以 获得 产物 浓度 
恒定 上 且 大 于 反应 器 体积 的 培养 液 ， 因 此 单位 反应 器 体积 的 产物 生成 速率 较 高 。 


8.4.2 流 加 过 程控 制 技术 


近年 来 ， 发 醇 物产 量 有 了 大 幅度 提高 ， 一 方面 是 由 于 高 产 菌株 的 不 断 更 新 ， 另 一 方面 则 
是 发 酵 工艺 和 设备 条 件 的 相继 改进 。 补 料 通 所 工艺 的 采用 ， 促 进 了 发 酵 单位 的 提高 。 这 种 中 
间 控 制 的 显著 优势 是 生产 菌 的 自 溶 期 延迟 ， 生 物 合成 期 延长 ， 能 够 维持 较 高 的 产物 增长 幅度 
和 较 大 的 发 酵 液 总 体积 ， 从 而 使 产物 的 产量 大 幅度 提高 。 例 如 : 在 真 养 产 碱 杆菌 发 酵 生产 聚 
羟基 烷 酸 酯 (PHB) 的 过 程 中 ，PHB 在 不 补 糖 的 分 批 培养 中 的 产量 只 有 13.8g . 工 ， 占 细 
胞 干 重 的 百分比 为 73. 3% ; 采用 补 糖 以 后 ， 发 酵 液 中 PHB 的 含量 可 以 达到 28.3g. 工 :， 占 
细胞 干 重 的 百分比 为 80.5% ， 其 值 比 不 补 糖 的 操作 方式 分 别提 高 了 105% 和 9. 8% 。 又 如 ， 
有 些 品 种 采用 通 氨 工艺 后 ,在 其 他 条 件 配合 下 ， 发 酵 单 位 能 提高 50% 左右 。 目 前 大 部 分 发 
酵 品 种 如 谷 氮 酸 、 赖 氨 酸 、 酶 制剂 、 有 机 酸 、 抗 生 素 等 均 采用 补 料 措施 。 在 工业 生产 上 ， 补 
料 还 经 常 作为 纠正 遗传 性 异常 发 酵 的 一 个 重要 手段 。 

1. 补 料 的 内 容 

所 谓 补 料 ， 顾 名 思 义 是 在 发 酵 过 程 中 补充 某 些 营养 成 分 ， 以 维持 菌 种 的 生理 代谢 活动 和 
合成 的 需要 。 补 料 的 内 容 大 致 可 分 为 以 下 4 个 方面 : 

(1) 补充 微生物 能 源 和 碳 源 ， 如 在 发 酵 液 中 添加 葡萄 糖 、 馈 糖 、 液 化 淀粉 。 作 为 消 泡 
剂 的 天 然 油脂 ， 有 时 也 能 同时 起 到 补充 碳 源 的 作用 。 

(2) 补充 菌 体 所 需要 的 氮 源 ， 如 在 发 酵 过 程 中 添加 蛋白 肛 、 豆 饼 粉 、 花 生 饼 、 玉 米 浆 、 
酵母 谊 和 尿素 等 有 机 毛 源 。 有 的 发 酵 过 程 还 采用 通 入 氨 气 和 添加 氨水 等 方法 来 补充 氮 源 。 由 
于 其 本 身 和 代谢 后 的 产物 具有 一 定 的 酸碱度 ， 以 上 毛 源 也 可 用 于 将 发 酵 液 控 制 在 适宜 的 pH 
值 范 围 以 内 。 

(3) 加 入 某 些微 生物 生长 或 合成 需要 的 微量 元 素 或 无 机 盐 ， 如 磷酸 盐 、 硫 酸 盐 、 毛 化 
销 等 。 

(4) 在 补 料 中 加 入 适量 的 酶 作用 底 物 ， 是 提高 产 诱 导 酶 的 微生物 产 酶 量 的 重要 措施 。 

2. 补 料 的 原则 早期 的 发 酵 生产 是 采用 一 次 投料 发 酵 ， 到 放 负 的 时 候 结 束 。 这 里 存在 
着 菌 体 生长 和 代谢 的 调节 问题 。 菌 体 的 生理 调节 活动 和 生物 合成 ， 除 了 取决 于 本 身 的 遗传 特 
性 外 ， 还 取决 于 外 界 的 营养 、 环 境 条 件 ， 其 中 一 个 重要 的 条 件 就 是 培养 基 的 组 成 和 浓度 。 若 
在 菌 体 的 生长 阶段 ， 碳 源 和 氮 源 过 于 丰富 ， 生 长 条 件 适 合 ， 菌 体 就 会 大 量 繁殖 菌 ， 使 营养 成 
分 主要 消耗 在 菌 体 生长 上 ; 而 在 生物 合成 阶段 营养 成 分 便 不 足以 维持 正常 的 生理 代谢 和 合成 
的 需要 ， 从 而 导致 菌 丝 过 早 自 溶 ， 使 生物 合成 阶段 缩短 。 在 补 料 工艺 未 采用 之 前 ， 工 业 生 产 
的 发 酵 周期 一 般 只 能 维持 在 2 ~5d， 并且 产量 很 低 ， 采用 补 料 工艺 以 后 ， 发 醉 周 期 都 相应 延 
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长 ， 产 品 的 发 酵 单位 也 提高 了 很 多 。 

因此 ， 补 料 的 原则 就 在 于 控制 微生物 的 中 间 代 谢 , 使 之 向 着 有 利于 产物 积累 的 方向 发 
展 。 利 用 中 间 补 料 的 措施 对 生产 菌 的 生长 条 件 进行 适当 调节 ， 使 其 在 生物 合成 阶段 具有 足够 
而 又 不 过 剩 的 养料 供给 ， 以 满足 其 产物 合成 和 正常 新 陈 代谢 的 需要 。 所 补 加 的 物料 可 以 是 单 
一 的 营养 物 ， 也 可 以 是 多 种 营养 物 。 

3. 补 料 的 控制 措施 ”在 分 批 补 料 培养 中 ， 营 养 物 的 补 入 速率 不 一 定 是 恒 速 的 ， 根据 不 
同 的 目的 要 求 ， 它 可 以 被 设计 成 多 种 方式 ， 诸 如 周期 补 料 、 恒 速 补 料 、 线 性 补 料 、 指 数 补 料 
及 对 数 补 料 等 ， 以 及 它们 的 不 同 组 合 。 周 期 补 料 ， 又 称 间断 补 料 ， 即 每 隔 一 定时 间 补 和 一 次 
料 ; 恒 速 补 料 ， 是 指 以 一 定 的 速度 连续 补 料 ; 线性 补 料 、 指 数 补 料及 对 数 补 料 则 是 指 补 料 速 
度 分 别 随时 间 呈 线性 、 指 数 或 对 数 关系 递增 。 采 用 这 种 变速 补 料 的 意图 ， 旨 在 使 营养 物 的 补 
入 能 够 恰到好处 ， 与 发 酵 各 时 间 的 不 同 需求 相配 合 ， 以 便 收 到 良好 的 效果 。 具 体 的 补 料 时 间 
及 补 料 量 可 以 将 实验 所 得 数据 代入 上 述 控 制 理论 方程 式 ， 并 对 其 进行 解析 。 

1) 补 糖 的 控制 : 在 确定 补 料 的 内 容 后 ， 选 择 适 当 的 补 料 时 间 是 相当 重要 的 。 补 料 的 时 间 
过 早 或 过 晚 对 发 酵 过 程 都 是 不 利 的 。 例 如 ， 利 用 面包 酵母 (Saccharomyces cerevisiae) WSH - 
J701 进行 发 酵 法 生产 谷 胶 甘 肽 (GSH) ， 在 发 酵 进行 4h 后 开始 补 糖 ， 最 终 的 细胞 浓度 和 胞 
内 GSH 分 别 达 到 8.78g. 工 和 13.6mg ' 工 2 ， 发 酵 液 内 GSH 总 量 达 到 119. 4mg* L”'， 细 胞 
对 糖 转化 率 达 到 0. 335g. g 一 。 各 项 指标 较 在 此 之 前 或 之 后 进行 补 料 的 发 酵 过 程 均 有 显著 提 
高 。 可 见 ， 补 糖 时 机 对 发 酵 的 产量 有 很 大 影响 。 过 早 补 糖 ， 会 刺激 菌 体 的 生长 ， 从 而 加 速 糖 
的 利用 ， 在 相同 的 糖 耗 速率 下 ， 产 物 的 产量 明显 低 于 加 糖 时 间 适 当 的 批 次 。 

补 糖 的 时 机 不 能 单纯 以 培养 时 间作 为 依据 ， 还 要 根据 基础 培养 基 的 碳 源 种 类 、 用 量 和 消 
耗 速度 ， 前 期 发 酵 条 件 ， 菌 种 特性 和 种 子 质量 等 因素 来 判断 。 因 此 ， 根 据 代 谢 变化 如 残 糖 含 
量 、pH、 菌 丝 形态 来 考虑 ， 比 较 切 合 实际 。 

在 确定 补 糖 开始 时 间 后 ， 补 糖 的 方式 和 控制 指标 也 有 讲究 。 补 糖 方 法 控制 不 好 ， 难 以 收 
到 应 有 的 效果 。 如 在 谷 胶 甘 肽 (GSH) 的 发 酵 过 程 中 ， 当 初始 的 糖 浓 度 低 于 12g .工时 ， 
细胞 在 持续 增长 的 同时 可 以 长 时 间 保 持 较 高 的 GSH 合成 能 力 。 但 是 ， 只 要 总 糖 浓度 大 于 
25g. L-'， 不管 是 否 补 糖 ，GSH 的 产量 都 将 有 所 下 降 。 

补 糖 的 方式 一 般 都 以 间 软 定时 加 入 为 主 , 但 近年 来 也 开始 注意 用 定时 连续 滴 加 的 方 
式 进行 补 料 。 连 续 滴 加 比分 批 加 入 的 控制 效果 好 ， 可 以 避免 由 于 一 次 性 大 量 加 入 而 引起 
菌 体 代谢 受到 环境 突然 改变 的 影响 。 当 一 次 性 补 料 过 多 时 ， 会 出 现 发 酵 产物 的 产量 在 十 
几 小 时 以 内 都 不 增加 的 现象 ， 其 原因 可 能 在 于 菌 体 对 环境 的 突然 变化 有 一 个 更 新 适应 的 
过 程 。 这 种 突然 改变 有 时 还 有 可 能 导致 合成 方向 的 改变 ， 使 发 酵 液 中 的 产物 积累 量 受到 
影响 。 为 了 便于 连续 滴 加 ， 有 的 发 酵 工 厂 采 用 简单 的 滴 加 装置 ， 可 以 计算 滴 加 速率 和 加 
入 的 总 量 。 

除了 用 还 原 糖 作为 控制 指标 以 外 ， 还 可 用 总 糖 作为 控制 指标 。 如 在 土 霉 素 的 补 料 分 批发 
醇 过 程 中 ， 总 糖 的 补 料 原则 为 ， 前 期 少量 多 次 ， 控 制 总 糖 5% ~ 6% ; 中 期 保持 半 饥 饿 状态 ， 
残 糖 控 制 在 4% ~5% ; 后 期 残 糖 在 3% ~4% ; 放 钢 在 2% 左右 。 

在 有 些 发 酵 过 程 的 控制 中 ， 还 需 参 考 糖 的 消耗 速度 、pH 变化 、 菌 丝 发 育 情况 、 发 酵 液 
黏度 、 发 酵 饶 的 实用 体积 等 参数 。 

2) 补充 氮 源 及 无 机 盐 : 流 加 氨水 是 某 些 发 酵 生产 补 料 工 艺 中 的 有 效 措 施 ， 它 起 着 补充 
菌 体 生产 所 需 无 机 氮 源 和 调节 pH 的 双重 作用 。 流 加 氨水 时 要 做 到 缓慢 加 入 ， 并 注意 泡沫 的 
332 


第 8 章 发 酵 过 程 设计 


产生 情况 。 为 了 避免 一 次 加 入 过 多 而 造成 局 部 碱 性 过 大 的 现象 ,也 有 把 氨水 管道 接 到 空气 分 
流 管 内 ， 借 着 气流 的 进入 而 带 入 ， 从 而 可 与 培养 液 进行 迅速 混合 。 

有 些 工厂 根据 发 酵 代 谢 的 具体 情况 ， 中 间 添 加 某 些 具有 调节 生长 代谢 作用 的 物料 ， 如 磷 
酸 盐 、 尿 素 、 硝 酸 盐 、 硫 酸 钠 、 酵 母 粉 或 玉米 浆 等 。 如 果 有 生长 迟缓 、 耗 糖 低 的 情况 出 现 ， 
则 可 补充 适量 的 磷酸 盐 ， 以 促进 糖 的 利用 ， 但 需 注 意 培 养 时 间 和 空气 流量 间 的 相互 配合 。 如 
在 土 霉 素 发 酵 前 期 补 2 ~3 次 酵母 汾 ， 可 使 发 酵 缸 中 的 产物 得 率 比 对 照 组 高 出 1300k， ml 。 
另外 ， 当 青霉素 发 酵 不 正常 ， 菌 丝 展 不 开 ， 而 形成 葫芦 状 时 ， 糖 耗 速度 缓慢 ， 这 时 添加 尿素 
水 溶液 会 带 来 一 定 的 好 处 。 

总 之 ， 补 料 操作 是 灵活 控制 中 间 代 谢 的 有 效 措施 。 补 料 的 控制 方法 应 依 微 生物 种 类 、 菌 
种 和 培养 条 件 的 不 同 而 有 所 差异 ， 不 能 照搬 套用 。 在 实际 应 用 过 程 中 ， 应 根据 具体 情况 ， 通 
过 实践 确定 出 最 适合 的 中 间 控 制 方法 。 

补 料 操作 中 应 注意 以 下 几 个 问题 : 料 液 配 比 要 适合 ， 浓 度 过 高 不 利于 料 液 的 消毒 及 输 
送 ; 过 低 ， 则 会 引起 料 液体 积 增 大 ， 从 而 带 来 一 系列 问题 ， 如 发 酵 单 位 稀释 、 液 面 上 升 、 加 
消 泡 剂量 增加 等 。 由 于 经 常 性 添加 物料 ， 应 注意 加 强 无 菌 控制 ， 对 设备 和 操作 都 必需 从 严 管 
理 ; 此 外 ， 应 考虑 经 济 核算 ， 节 约 粮 食 ， 注 意 培 养 基 的 碳 氮 平衡 等 。 

4. 补 料 分 批 培养 计算 机 控制 系统 ” 补 料 分 批 培养 技术 的 应 用 几乎 遍及 整个 发 酵 工 业 ， 
如 生产 酵母 、 氮 基 酸 、 抗 生 素 、 酶 制剂 、 有 机 酸 、 深 剂 、 维 生 素 等 。 培 养 过程 的 自动 化 是 该 
技术 应 用 于 工业 生产 的 必 经 之 路 。 目 前 ， 人 们 对 这 一 过 程 的 自动 化 控制 已 有 一 定 程 度 的 研 
究 、 开 发 与 利用 。 


8.5 废水 生物 处 理工 艺 


由 于 有 机 成 分 在 生活 污水 和 工业 废水 中 占 极 大 的 比重 ， 因 此 ， 基 于 自然 界 中 生物 自净 作 
用 发 展 起 来 的 废水 生物 处 理 技 术 在 处 理 各 类 有 机 废水 〈 化 工 废水 、 洗 涤 剂 废水 、 柠 檬 酸 生 
产 废水 、 生 物 制 药 废水 、 啤 酒 废水 等 ) 中 得 到 日 益 广 泛 的 应 用 。 废 水 生物 处 理 是 一 种 在 生 
物 反 应 器 水 平 上 模拟 水 体 自净 作用 的 强化 过 程 。 其 基本 原理 是 利用 微生物 分 解 有 机 物 ， 同 时 
合成 自身 细胞 〈 即 活性 污 泥 ) 的 过 程 。 从 生物 工程 角度 来 说 ， 它 是 目前 规模 最 大 的 工业 化 
发 酵 工 程 。 通 过 废水 处 理 ， 能 够 祭 凝 和 去 除 废水 中 不 可 自然 沉淀 的 胶体 状 固体 物 ， 稳 定 和 去 
除 废 水 中 的 有 机 物 ， 去 除 营养 元 素 氛 和 磷 。 

生物 处 理 法 在 废水 处 理 技术 方面 将 起 到 越 来 越 重要 的 作用 ， 主 要 体现 在 以 下 几 个 方面 : 
二 城市 污水 中 约 有 60% 以 上 的 有 机 物 用 生物 法 去 除 最 经 济 ; @ 废 水 中 氮 的 去 除 一 般 来 说 只 
有 依靠 生物 法 ; 四 目前 世界 上 已 建成 的 城市 污水 处 理 广 有 90% 以 上 采用 生物 处 理 法 ; @ 大 
多 数 工 业 废水 处 理 厂 也 是 以 生物 法 为 主体 的 。 基 于 生物 反应 过 程 在 废水 处 理 过 程 中 的 重要 作 
用 ， 本 小 节 将 简要 介绍 两 种 重要 的 废水 生物 处 理工 艺 ， 即 序 批 式 活性 污 泥 法 ( sequencing 
batch reactor activated sludge process，SBR) 和 升 流 式 厌 氧 污 泥 床 (upflow anaerobic sludge 
blanket，UASB ) 处 理工 艺 。 


8.5.1 SBR 生物 反应 过 程 


SBR 是 一 种 间 欣 运行 的 污水 生物 处 理工 艺 ， 实 际 上 并 不 是 一 种 新 技术 。1914 年 ， 由 于 
发 现 了 将 空气 吹 入 污水 中 能 获得 好 的 处 理 效果 而 发 明了 活性 污 泥 法 ， 当 时 采用 的 就 是 间歇 式 
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反应 器 。 由 于 当时 的 曝 气 器 、 排 水 装置 和 监控 技术 都 不 适当 , 在 20 世纪 20 年 代 后 ， 它 几乎 
被 连续 式 活 性 污 泥 处 理 系统 ( continuous flow activated sludge system，CFS) 所 取代 。 

但 是 ， 连 续 系统 和 间歇 系统 相 比 ， 有 一 些 自身 难以 克服 的 缺点 : 如 缺少 水 质 水 量 发 生变 
化 时 的 运行 灵活 性 ; 固 液 分 离 不 是 在 相对 静止 的 条 件 下 进行 ; 容易 出 现 污 泥 膨胀 现象 ; 需要 
设置 沉淀 池 和 污 泥 回流 池 。 随 着 近代 工业 的 发 展 ， 产 生 了 一 大 批 新 型 的 监测 控制 设备 ， 克 服 
了 SBR 工艺 操作 繁琐 、 曝 气 头 易 堵塞 等 缺点 ， 排 除了 实际 应 用 中 的 最 大 障碍 。 因 此 ， 近 二 
十 年 来 ，SBR 工艺 受到 了 国内 外 的 广泛 重视 。 

自 20 世纪 70 年 代 起 ， 美 国 Natra Dame 大 学 的 Trvine 等 人 在 实验 室内 对 SBR 法 的 基本 运 
行 特性 做 了 研究 ， 在 美国 环保 署 的 支持 下 ， 于 1980 年 把 印第安 纳 州 南部 的 Culver 城市 污水 
厂 改 建成 SBR 系统 ， 得 到 令 人 鼓舞 的 结果 ， 引 起 了 各 国 对 SBR 污水 处 理工 艺 的 注意 。 我 国 
自 1985 年 建成 首座 处 理 肉 类 加 工 污 水 的 SBR 系统 后 ， 又 陆续 在 城市 污水 、 鱼 加 工 、 家 禽 加 
工 、 肉 类 加 工 污 水 、 制 药 污水 和 生活 污水 等 处 理工 程 中 建造 了 SBR 系统 。 澳 大 利 亚 是 最 早 
开发 和 最 多 应 用 SBR 法 的 国家 之 一 ， 该 国 的 BHP 公司 声称 拥有 世界 上 最 先进 的 SBR 法 生物 
除 磷 脱 氮 工 艺 。 目 前 已 建成 SBR 法 污水 处 理 厂 600 座 ， 处 理 量 最 大 的 厂 为 2. 1 x 102m"/d。 
美国 最 大 厂 为 1. 1 x105m3/d 的 处 理 规模 。SBR 法 具有 以 下 特点 : 四 对 水 量 、 水 质变 化 的 适 
应 性 强 ， 运 行 操作 灵活 ; @ 有 机 质 的 去 除 可 近似 地 认为 与 浓度 呈 一 级 反应 ; @ 可 以 实现 硝化 
和 反 硝 化 ; 四 能 有 效 地 实现 生物 除 磷 。SBR 法 的 一 般 流 程 如 图 8-39 所 示 。 

消毒 剂 
污水 一 | 沉 砂 池 | -~|SBR ~ ET 一 | 排水 

i 污 泥 处 理 
图 8-39 SBR 法 的 一 般 流程 


在 SBR 系统 中 ， 污 泥 容 积 指数 (sludge volume index, SVI) 低 ， 且 活性 污 泥 菌 胶 团 密 
实 ， 通常 不 发 生丝 状 菌 膨胀 现象 。 这 是 因为 在 SBR 系统 中 存在 着 有 机 质 浓度 梯度 。 另 外 ， 
在 进 水 期 ， 系 统 中 的 有 机 质 浓度 高 ， 有 利于 菌 胶 团 的 生长 ， 耐 低 基质 浓度 的 丝 状 菌 的 生长 则 
处 于 竞争 劣势 。 

SBR 法 运行 中 的 产 泥 量 也 较 少 。 在 SBR 系统 的 运行 初期 ， 反 应 池内 剩余 溶解 氧 浓度 很 
低 ， 根 据 Monod 方程 式 ， 利 用 游离 氧 作为 最 终 电子 受 体 的 污 泥 产 率 与 剩余 浴 解 氧 浓 度 有 关 ; 
本 (8-237 ) 
式 中 : Yo, 为 利用 游离 氧 作为 最 终 电子 受 体 时 的 污 泥 产 率 (mg * L”，. h-); Ko, 为 溶解 氧 饱 
和 系数 (mg . 工 - ) ; co 为 剩余 溶解 氧 浓 度 (mg : L7')。 

若 Ko, 以 0.25mg ' 工 计 ， 则 当 co 小 于 0.5mg ' 工时 ， 污 泥 产 率 比 co 大 于 2mg ' 工 ” 
时 ， 至 少 要 低 25% 。 另 外 ， 当 SBR 系统 中 硝酸 盐 还 原 菌 利用 NO; 作为 最 终 电 子 受 体 进 行 无 
氧 呼 吸 时 ， 由 于 NO; /NO; 的 氧化 还 原 电 位 较 H,0/0.50, 的 高 ， 因 此 ， 电 子 通过 电子 传递 
链 产生 的 ATP 数量 少 ， 污 泥 产 率 低 。 


8.5.2 UASB 生物 反应 过 程 


Yo, CC 


UASB 反应 器 是 荷兰 学 者 Lettinga 等 人 在 20 世纪 70 年 代 初 开发 的 。 图 8-40 为 UASB 反 
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应 器 工作 原理 示意 图 。 图 8-41 为 UASB 反应 器 的 工作 状态 模型 。 


站 沉沦 区 
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图 8-40 ”UASB 反应 器 工作 原理 示意 图 图 8-41 UASB 反应 器 的 工作 状态 模型 


L: 液体 ;，G: 气体 ; S: 固体 


UASB 反应 器 由 反应 区 和 沉降 区 两 部 分 组 成 。 反 应 区 又 可 根据 污 泥 的 情况 分 为 污 泥 悬浮 
层 区 和 污 泥 床 区 。 污 泥 床 主要 由 沉降 性 能 良好 的 厌 氧 污 泥 组 成 ， 浓 度 可 达 50 ~ 100g (SS ) 
. 工 -! 或 更 高 。 污 泥 悬 浮 层 主要 靠 反 应 过 程 中 产生 的 气体 的 上 升 搅拌 作用 形成 ， 污 泥 浓度 较 
低 ,， 一 般 为 5~40g (SS) .LL"'。 在 反应 器 上 部 设 有 气 (沼气 )、 固 ( 污 泥 )、 液 (上 废水) 
三 相 分 离 器 ， 分 离 右 首先 使 生成 的 沼气 气泡 上 升 过 程 受 偏 折 ， 然 后 穿 过 水 层 进入 气 室 ， 由 导 
管 排出 反应 器 。 脱 气 后 的 混合 液 在 沉降 区 进一步 进行 固 、 液 分 离 ， 沉 降下 的 污 泥 返回 反应 
区 ,使 反应 区 内 积累 大 量 的 微生物 。 待 处 理 的 废水 由 底部 水 系统 进入 ， 溢 清 后 的 处 理 水 从 沉 
淀 区 溢 流 排出 。 由 于 在 UASB 反应 吉 中 能 够 培养 得 到 一 种 具有 良好 沉降 性 能 和 高 产 甲烷 比 活 
性 的 颗粒 厌 氧 污 泥 (granular anaerobic sludge) ， 因 而 相对 于 其 他 同类 装置 ， 颗 粒 污 泥 UASB 
反应 器 具有 一 定 的 优势 

Q@ 有 机 负荷 居 第 二 代 反 应 器 之 首 ， 水 力 负荷 能 满足 要 求 。 

@ 污 泥 颗粒 化 后 使 反应 器 对 不 利 条 件 的 抗 性 增强 。 

@ 将 污 泥 或 流出 液 的 人 工 回流 的 机 械 搅拌 维持 在 最 低 限 度 ， 甚 至 可 完全 取消 ， 尤 其 是 
颗粒 污 泥 UASB 反应 器 ， 由 于 颗粒 污 泥 的 体积 质量 比 人 工 载体 小 ， 在 一 定 的 水 力 负荷 下 ， 可 
以 靠 反应 器 内 产生 的 气体 来 实现 污 泥 与 基质 的 充分 接触 。 因 此 ，UASB 可 省 去 搅拌 和 回流 污 
泥 所 需 的 设备 和 能 耗 。 

@ 在 反应 器 上 部 设置 的 气 - 固 - 液 三 相 分 离 器 ， 使 沉降 良好 的 污 泥 或 颗粒 污 泥 避 免 了 
附设 沉淀 分 离 装 置 、 辅 助 脱 气 装置 和 回流 污 泥 设备 ， 简 化 了 工艺 ， 节 约 了 投资 和 运行 费用 。 

@ 在 反应 器 内 不 需 投 加 填料 和 载体 ， 提 高 了 容积 利用 率 ， 避 免 了 堵塞 问题 。 正 因 如 此 ， 
UASB 反应 器 已 成 为 第 二 代 厌 氧 处 理 反 应 器 中 发 展 最 为 迅速 、 应 用 最 为 广泛 的 装置 。 目 前 
UASB 反应 器 不 仅 用 于 处 理 高 、 中 等 浓度 的 有 机 废水 ， 也 开始 用 于 处 理 如 城市 废水 这 样 的 低 
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浓度 有 机 废水 。 

厌 氧 反应 器 的 启动 是 废水 厌 氧 生物 处 理 过 程 中 一 个 重要 过 程 。UASB 反应 器 的 启动 可 分 
为 两 个 阶段 : 第 一 阶段 是 接种 污 泥 在 适宜 的 驯化 过 程 中 获得 一 个 合理 分 布 的 微生物 群体 ; 第 
二 阶段 是 这 种 合理 分 布 的 微生物 群体 的 大 量 生 长 、 繁 殖 。 可 见 启 动 过 程 对 发 挥 反 应 器 的 效能 
具有 重要 的 意义 。 

(1) UASB 反应 器 的 初次 启动 : 初次 启动 通常 指 对 一 个 新 建 的 UASB 系统 以 未 经 驯化 的 
非 颗粒 污 泥 (如 污水 处 理 厂 消化 池 的 消化 污 泥 ) 接种 ， 使 反应 器 达到 设计 负荷 和 有 机 物 去 
除 效率 的 过 程 。 有 时 候 这 一 过 程 伴随 着 颗粒 化 的 完成 ， 因 此 也 称 为 污 泥 的 颗粒 化 。 由 于 厌 氧 
微生物 ， 特 别 是 甲烷 菌 增 殖 很 慢 ， 厌 氧 反 应 器 的 启动 需要 较 长 的 时 间 ， 因 此 启动 慢 被 认为 是 
高 速 大 氧 反 应 器 的 一 个 不 足 之 处 。 但 是 ,一 旦 启动 完成 ,停止 运行 后 的 再 次 启动 可 以 迅速 
完成 。 

结合 近年 来 有 关 UASB 初次 启动 操作 的 经 验 ， 有 研究 者 进一步 总 结 出 如 下 注意 事项 ; 

@ 应 明确 启动 初期 的 目标 。 初 期 的 目标 是 使 反应 器 进入 工作 状态 ， 也 即 菌 种 的 活化 过 
程 ， 因 而 不 能 有 较 大 的 负荷 ， 启 动 开 始 时 污 泥 负荷 应 低 于 0.1 ~0.2kg (COD) .kg”! 
(TSS) +d-!, 

@ 进 水 的 浓度 。 当 废水 浓度 低 于 5000mg (COD) ' 工 一 时， 一 般 可 直接 进 液 ， 当 废水 浓度 
过 高 时 ， 最 好 稀释 到 5000mg (COD) . 工 -以 下 。 

@ 采用 负荷 逐步 增加 的 操作 方法 ， 可 通过 增 大 或 降低 进 液 稀释 比 的 方法 进行 。 启 动 时 
乙酸 浓度 应 控制 在 1000mg . 工 一 以 下 ， 若 废水 中 原 有 的 或 在 发 酵 过 程 中 产生 的 各 种 挥发 性 有 
机 酸 浓 度 高 时 ， 不 应 提高 有 机 容积 负荷 率 。 只 有 当 可 降解 的 COD 去 除 率 达到 80% 左右 时 ， 
才能 逐渐 增加 有 机 物 容积 负荷 率 。 

@ 启动 前 应 了 解 废水 的 特征 。 废 水 特征 对 厌 氧 反应 器 的 操作 有 重要 影响 ， 因 此 必须 明 
确 了 解 废水 的 有 机 物 浓度 、pH 缓冲 能 力 (酸碱度 ) 、 维 持 细菌 生长 所 必需 的 营养 、 悬 浮 物 
含量 及 废水 中 的 有 毒化 合 物 等 。 启 动 过 程 中 ， 悬 浮 物 浓度 控制 在 25 . 工 -以 下 。 试 验证 明 ， 
用 未 经 酸化 的 废水 作 进 水 ， 污 泥 颗粒 化 的 速度 要 比 以 挥发 性 脂肪 酸 (VFA) 含量 高 的 废水 
作 进 水 时 快 。 对 于 可 生化 性 较 差 的 废水 ， 启 动 中 加 入 易 生 化 物质 是 有 益 的 。 如 北京 市 环保 所 
处 理 醋 酸 生 产 废水 和 葵 二 甲酸 生产 废水 时 ， 分 别 添 加 了 生活 污水 和 淀粉 ， 对 UASB 反应 器 的 
启动 起 到 很 好 的 加 速 作用 。 出 水 VFA 浓度 与 容积 有 机 负荷 率 对 污 泥 颗 粒 化 有 具有 一 定 的 影响 。 

(2) UASB 反应 器 的 二 次 启动 : 如 果 采 用 的 接种 污 泥 来 自 处 理 废水 种 类 与 新 启动 的 反应 
器 所 要 处 理 的 废水 相同 或 性 质 非常 接近 的 装置 ， 这 时 候 的 启动 常常 成 为 反应 器 的 二 次 启动 。 
也 有 人 认为 二 次 启动 包括 初次 启动 完成 后 的 反应 器 由 于 某 些 原因 停止 操作 一 段 时 间 后 的 再 次 
启动 。 颗 粒 污 泥 是 UASB 启动 理想 的 接种 污 泥 ， 用 颗粒 污 泥 作 为 接种 污 泥 来 启动 UASB 也 称 
为 二 次 启动 。 由 于 二 次 启动 过 程 中 污 泥 驯 化 的 时 间 要 求 短 ， 因 而 可 以 显著 缩短 启动 时 间 。 二 
次 启动 的 初始 反应 器 负荷 可 以 较 高 ， 进 液 浓 度 在 开始 时 一 般 可 与 初次 启动 相当 ,但 可 以 相对 
迅速 地 增 大 进 液 浓 度 ， 负 荷 与 浓度 增加 的 模式 与 初次 启动 类 似 , 但 相对 容易 。 产 气 、 出 水 
VFA 等 仍 是 重要 的 控制 参数 ，COD 去 除 率 、pH 等 也 是 重要 的 监测 指标 。 


本 章 小 结 

生物 反应 过 程 的 设计 与 优化 是 生物 反应 工程 的 中 心 问题 。 本 章 首先 阐述 了 生物 反应 过 程 
(分 批 反应 过 程 、 连 续 反应 过 程 和 流 加 反应 过 程 ) 的 动力 学 特点 和 操作 特性 ， 在 此 基础 上 进 
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一 步 讨 论 了 如 何 进行 相应 的 生化 反应 器 的 设计 ,最 后 阐述 了 生化 反应 过 程 的 优化 与 控制 
问题 
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习 题 


1. 生物 反应 过 程 设 计 的 原则 是 什么 ? 
2. 按 操作 方式 区 分 ， 生 物 反应 过 程 有 哪 几 种 ?其 主要 操作 特点 是 什么 ? 
3. 生物 反应 过 程 的 选择 依据 是 什么 ? 
4. 实现 高 密度 细胞 培养 的 策略 主要 有 哪些 ? 
5. 在 一 间 欣 操作 的 搅 i a pt iain 要 求 底 物 
的 转化 率 为 0.8。 底 物 的 初始 浓度 为 0. 1mol . -1 反应 器 中 酶 浓度 为 0.001g . L-!1。 在 等 温 
ed en eg et otra 
应 此 最 大 反应 速率 的 酶 浓度 约 为 5g . 工 -!。 求 完成 反应 所 需 的 时 间 。 
6. 在 甘露 醇 中 混合 培养 大 肠 杆菌 ， 其 动力 学 方程 为 
1,26s ee” se 
6 ”min ) 
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已 知 辣 65 玖 5E0i5 试 求 : 

当 匡 露 醇 溶液 以 1L .min 的 流量 进入 体积 为 5L 的 CSTR 中 进行 反应 时 ， 其 反应 器 内 细 
胞 的 浓度 及 其 生长 速率 为 多 少 ? 

如 果 要 求 大 肠 杆菌 在 CSTR 内 的 生长 速率 达到 最 大 ， 最 佳 的 加 料 速率 应 为 多 大 ? 

7. 在 一 个 Sm CSTR 中 进行 连续 发 酵 ， 加 料 中 底 物 浓度 为 20kg . mm ， 该 反应 的 有 关 参 
数 为 : jp =0.45h-: ，Ks =0.8kg . m 一 ， 双 ss =0.55。 试 求 : 

(1) 当 底 物 达 到 90% 转化 时 ， 所 要 求 的 加 料 速率 是 多 少 ? 

(2) 如 果 要 求 其 细胞 产 率 达到 最 大 ， 加 料 速率 应 为 多 少 ? 细胞 最 大 产 率 是 多 少 ? 

8. 某 一 微生物 反应 ， 其 速率 方程 为 : 


2 


(gm h-) 


一 
a 


现 已 知 cv =3g* m ,cx。 =0，Yyws =0.5，Va =1m 。 若 该 反应 在 CSTR 反应 器 中 进行 ， 
试 求 : 

(1) 该 反应 的 最 佳 加 料 速率 应 为 多 少 ? 此 时 反应 器 出 口 cmw 、csmw 、(Px) wu 各 为 多 少 ? 

(2) 当 加 料 速率 为 了 mi “h 时 ， cx、cs、Px 又 为 多 少 ? 

9. 某 微生物 反应 的 动力 学 方程 为 : 


2 
和 (gmin-) 


矿 二 
x 1+ecs 


已 知 cx S CPpo =0 ?9 cso =3g “ Bs Ys =0.5。 

试 求 ， 

(1) 在 单一 CSTR 中 ，Vh =1L，W =1L: min-:， 求 出 口 cs 等 于 多 少 ? 

(2) 在 同一 CSTR 中 ， 如 果 VW =1L:… min-:， 求 出 口 cs 等 于 多 少 ? 

(3) 如 果 在 由 =3L. min-: 下 操作 ， 得 到 出 口 cs =1/3g* L-!， 则 其 CSTR 的 体积 的 是 
多 少 ? 

10. 某 一 均 相 酶 反应 在 CSTR 中 进行 ， 其 动力 学 方程 为 : 

0. 1cs 

1 +0.5cs 

rl 反应 底 物 S 在 反应 器 出 口 已 转化 了 95% ， 底 物 初 始 浓度 为 


rs = 


(mol*:L-!. min™!) 
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【重要 概念 】 
重组 微生物 、 基 因 工 程 、 代 谢 工 程 、 质 粒 稳 定性 、 异 源 蛋 白 表 达 、 细 胞 代谢 产物 、 抗 着 
性 、 细 胞 培养 工程 


微生物 在 长 期 进化 中 获得 了 各 式 各 样 的 生长 代谢 方式 ， 在 生物 质 资源 利用 方面 具有 不 可 
比拟 的 优势 。 它 们 可 以 分 解 利用 生物 质 的 几乎 所 有 组 分 ， 并 将 其 转化 为 各 种 化 学 品 ， 包 括 重 
要 的 化 工 原料 (如 乙烯 、 乳 酸 、 丙 烯 酰 胺 等 )、 能 源 产品 〈 如 生物 氨 、 生 物 乙 醇 、 生 物 柴油 
等 ) 和 高 分 子 功能 材料 〈 如 聚 羟基 人 烷 酸 酯 ) 等 。 在 能 源 、 资 源 短缺 制约 全 世界 经 济 的 可 持 
续 发 展 、 影 响 各 国 国家 安全 的 严峻 形势 下 ， 以 微生物 为 主体 的 工业 生物 技术 是 降低 对 化 石 资 
源 的 依赖 、 增 加 品种 、 提 高 品质 和 清洁 生产 、 实 现 可 持续 发 展 的 有 效 途 径 ， 成 为 生产 大 宗 或 
精细 化 学 品 、 健 康 食品 和 医药 产品 、 新 材料 和 能 源 产品 等 的 “新 型 工业 制造 技术 ”。 

微生物 种 类 繁多 。 按 结构 不 同 ， 可 以 分 为 原核 细胞 型 (如 细菌 、 放 线 菌 、 支 原 体 等 ) 、 
真 核 细 胞 型 (如 酵母 菌 、 霉 菌 等 ) 和 非 细胞 型 (如 病毒 等 ) 。 其 中 ， 细 菌 、 放 线 菌 、 酵 母 菌 
和 霉菌 是 最 主要 的 几 类 工业 微生物 。 

另 一 方面 ， 按 是 否 经 过 基因 工程 改造 ， 微 生物 又 可 以 分 为 两 大 类 : 天 然 (野生 ) 微 生 
物 和 基因 重组 微生物 (简称 重组 微生物 ) 。 随 着 工业 生物 技术 的 发 展 ， 一 方面 越 来 越 多 的 野 
生 新 菌株 被 鉴定 和 开发 出 来 ; 男 一 方面 ， 也 有 越 来 越 多 的 野生 菌株 经 过 基因 工程 和 代谢 工程 
方法 改造 ， 成 为 性 能 更 加 优良 的 重组 微生物 。 近 年 来 ， 随 着 基因 工程 和 代谢 工程 等 学 科 与 方 
法 的 发 展 ( 表 9-1)， 基因 重 组 微生物 的 构建 和 开发 越 来 越 高 效 ， 重 组 微生物 的 性 能 提升 也 
越 来 越 显著 ,使 得 重组 微生物 的 实践 应 用 越 来 越 广泛 和 深入 ,逐渐 发 展 成 为 工业 生物 技术 的 
主导 。 

表 9-1 基因 工程 相关 的 重要 概念 或 方法 的 发 展 
关键 技术 或 概念 
酶 的 发 现 : 法 国 化 学 家 Payen 、Persoz 从 麦芽 水 抽 提 物 中 得 到 一 种 对 热 不 稳定 的 活性 物 
质 ， 可 促进 淀粉 水 解 成 可 溶性 的 糖 
遗传 因子 的 发 现 : 孟 德 尔 的 纺 豆 杂交 试验 一 一 现代 遗传 学 的 开端 
酶 学 研究 的 开始 : 德国 Buchner 兄弟 用 石英 砂 磨 碎 的 酵母 细胞 或 无 细胞 滤液 能 和 酵母 
细胞 一 样 将 1 分 子 葡萄 糖 转化 成 2 分 子 乙醇 和 2 分 子 C0, 一 一 酒 化 酶 (zymase) 
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时 间 


1909 年 


“基因 ”的 命名 : 丹麦 W. Johannsen 提出 基因 (gene) 的 概念 ， 意 为 给 予 生命 


20 世纪 初 


基因 论 : 美国 遗传 学 家 摩尔 根 (Thomas Hunt Morgan) 通过 果 蝇 杂交 实验 证 明基 因 是 
染色 体 的 一 部 分 


1917 年 


Karl Ereky 提出 “生物 技术 ”这 一 名 词 


1944 年 


DNA 是 遗传 物质 和 基因 的 载体 : 艾 弗 瑞 (0. Avery) 的 肺炎 双 球 菌 转化 实验 


1953 年 


丁 Waltson 和 下. Crick 发 现 DNA 双 螺旋 结构 


20 世纪 60 年 代 


遗传 密码 子 的 解析 ; 基因 具有 不 同 的 功能 


1967 年 


DNA 连接 酶 的 发 现 


1970 年 


限制 性 内 切 酶 的 发 现 


1973 年 


基因 工程 的 开端 : 加 州 大 学 旧金山 分 校 进行 了 最 初 的 DNA 重组 实验 (S. Cohen， 
H. Boyer 等 ) 一 一 将 基因 从 一 种 生物 转移 到 另 一 种 生物 


1975 一 1979 年 


DNA 序列 测定 : 双 脱 氧 法 和 化 学 分 解法 (F. Sanger); DNA 印迹 法 (Southern Blot- 
ting) ; 和 蛋白质 印迹 法 ( Western Blotting) ; Genentech 公司 用 大 肠 杆 菌 生产 出 人 胰岛 素 


1980 一 1983 年 


大 肠 杆 菌 转 化 方法 的 改进 〈 氧 化 钙 法 制备 感受 态 细胞 的 改良 ) 


1982 年 


电 转 化 法 (electroporation) 的 发 展 : 细胞 内 高 效 导 入 DNA 


1985 年 


美国 PE - cetus 公司 Kary mullis 发 明 聚 合 酶 链 式 反应 (PCR) 扩 增 基因 的 方法 


1988 年 


耐 热 DNA 聚合 酶 PCR 的 应 用 


1990 年 


正式 启动 人 类 基因 组 计划 ;美国 开始 使 用 重组 凝 乳 酶 生产 奶 栈 


1991 年 


代谢 工程 的 提出 : 应 用 DNA 重组 技术 对 细胞 的 酶 运输 及 调节 功能 进行 有 目的 修饰 
(J.E. Bailey) ; 或 对 生化 反应 的 代谢 网 络 进行 有 目的 修饰 ， 最 终 改变 代谢 流 ， 提 高 目 
的 产物 的 产 率 的 理性 化 方法 ( G. Stephanopoulos) 


1996 年 


完成 真 核 生物 醉酒 酵母 染色 体 DNA 的 测序 


1997 一 1999 年 


克隆 羊 的 出 现 ; FDA 批准 反 义 药物 和 重组 融合 蛋白 用 于 疾病 治疗 


2000 一 2010 年 


拟 南 芥 基因 组 测序 ， 单 克隆 抗体 高 速 发 展 ， 人 类 基因 组 测序 完成 ， 人 类 基因 微 阵 列 
(基因 芯片 ) 上 市 ; 各 种 生物 技术 莲 勃 发 展 


重组 微生物 的 反应 工程 是 重组 微生物 应 用 于 生产 实践 的 核心 ， 它 涵盖 了 重组 微生物 的 构 


建 和 改造 、 细 胞 培养 、 蛋 白质 表达 、 产 物 积 累 和 提取 纯化 等 各 方面 的 内 容 。 与 此 相应 ， 重 组 
微生物 反应 工程 的 前 沿 研 究 近年 来 也 取得 了 突破 性 的 进展 。 比 如 , 2006 年 获得 美国 总 统 绿色 
化 学 挑战 奖 中 绿色 反应 条 件 奖 ( Greener Reaction Conditions Award) 的 立 普 妥 (lipitor) 酶 法 
转化 工艺 。 立 普 妥 是 世界 上 最 畅销 的 降低 胆固醇 药物 ， 也 是 世界 上 第 一 个 年 销售 额 超过 100 
亿美 元 的 药物 。Codexis 公司 使 用 基因 切削 方法 ， 发 明了 一 种 基于 重组 的 酶 法 生产 过 程 ， 更 
快速 、 高 效 、 安 全 、 清 滞 地 生产 立 普 妥 的 活性 成 分 一 一 阿 托 伐 他 汀 钙 的 重要 手 性 中 间 体 一 一 
乙 基 (R) 4- 握 -3- 羟 丁 酸 ( 称 为 羟 且 hydroxynitrile，HN)。 通 过 3 种 重组 酶 的 2 步 耦合 催化 ， 
HN 合成 的 氧化 还 原 反 应 的 容积 产 率 提高 了 近 100 倍 ， 握 化 反应 的 容积 产 率 提高 了 近 4000 
借 。 此 外 ， 全 世界 各 国政 府 、 研 究 小 组 和 跨国 公司 都 在 致力 于 可 再 生 的 五 碳 糖 和 纤维 素 利 用 
技术 研究 ;可 生物 降解 材料 ( 聚 乳酸 或 聚 羟 基 烷 酸 酯 ) 的 生物 法 合成 路 线 研 究 ; 重组 微 生 
340 


第 9 章 重组 微生物 反应 工程 


物 细胞 工厂 生产 1，3- 丙 二 醇 、3- 羟 基 丙 酸 等 化 学 品 以 及 各 种 氨基 酸 、 有 机 酸 、 抗 生 素 和 医 
药 产 品 的 新 方法 研究 ， 以 及 基因 重组 微生物 合成 生物 乙醇 、 生 物 丁 醇 、 生 物 制 氧 、 生 物 柴 油 
等 生物 能 源 产品 的 关键 技术 研究 等 。 随 着 石油 的 日 益 枯竭 ， 世 界 各 国 的 经 济 结构 都 将 会 从 基 
于 不 可 再 生 的 “ 碳 氢 人 化合物” 为 能 源 和 原材料 的 经 济 结构 ， 向 基于 可 再 生 的 “碳水 化 合 物 ” 
的 经 济 结构 的 转变 。 作 为 “细胞 工厂 ”的 微生物 ， 尤 其 是 重组 微生物 ， 由 于 其 强大 和 多 样 
化 的 代谢 能 力 成 为 构筑 可 持续 发 展 经 济 结构 最 重要 的 战略 资源 和 技术 源泉 。 


9.1 重组 微生物 的 构建 一 一 基因 工程 与 代谢 工程 


重组 微生物 主要 通过 基因 工程 和 代谢 工程 方法 构建 。 

按照 用 途 不 同 ， 获 得 的 重组 微生物 可 以 分 为 两 类 : 一 类 用 于 目的 蛋白 质 的 生产 ,包括 用 
作 医 药 的 生理 活性 蛋白 质 以 及 用 作 生 物 催 化 剂 的 蛋白 酶 ， 这 通常 通过 基因 突变 、 过 表达 、 外 
源 表 达 、 大 规模 生产 等 经 典 基因 工程 方法 (重组 DNA 技术 ) 来 实现 ; 另 一 类 用 于 目的 代谢 
产物 的 生产 ,包括 强化 原 有 代谢 产物 的 生成 或 者 合成 本 来 没有 的 物质 ， 这 通常 通过 对 一 种 或 
多 种 外 源 基因 进行 强化 、 敲 除 或 外 源 表 达 ， 使 得 微生物 细胞 内 物质 的 代谢 流 发 生 有 益 改变 的 
方法 来 实现 。 

一 般 说 来 ,重组 DNA 技术 是 指 将 一 种 生物 体 ( 供 体 ) 的 基因 与 载体 在 体外 进行 拼接 重 
组 ， 然 后 转 入 另 一 种 生物 体 ( 受 体 ) 内 ,使 之 按照 人 们 的 意愿 稳定 遗传 并 表达 出 新 产物 或 
新 性 状 的 DNA 体外 操作 程序 ， 也 称 为 分 子 克隆 技术 。 而 基因 工程 则 是 指 重组 DNA 技术 的 产 
业 化 设计 与 应 用 ,包括 上 游 技术 和 下 游 技 术 两 大 组 成 部 分 。 上 游 技 术 指 的 是 基因 重组 、 克 隆 
和 表达 的 设计 与 构建 ( 即 重组 DNA 技术 ) ， 而 下 游 技 术 则 涉及 基因 工程 菌 或 细胞 的 大 规模 
培养 以 及 基因 产物 的 分 离 纯 化 过 程 。 

由 于 微生物 的 代谢 特性 非常 复杂 ， 每 个 细胞 内 都 存在 着 数 千 种 不 同 的 代谢 途径 ， 每 个 代 
谢 途 径 都 有 底 物 、 中 间 代 谢 物 、 产 物 和 催化 蛋白 酶 ， 所 有 代谢 途径 又 通过 共享 代谢 物 交 叉 连 
接 在 一 起 ， 形 成 一 个 极为 复杂 的 代谢 网 络 ， 网 络 结构 还 会 随 着 遗传 组 成 的 不 同 或 者 环境 条 件 
的 改变 而 相应 发 生 调 节 和 变化 ， 因 此 传统 的 技术 手段 ， 包 括 对 个 别 基 因 进 行 改造 的 经 典 基 因 
工程 技术 ， 都 不 能 保证 对 微生物 整个 代谢 网 络 结构 和 生理 功能 的 准确 分 析 和 高 效 利 用 。 为 
此 ， 代 谢 工 程 (metabolic engineering) 逐渐 发 展 起 来 。 

代谢 工程 是 利用 基因 工程 技术 或 其 他 物理 、 化 学 方法 对 细胞 的 代谢 途径 进行 精确 的 修饰 
与 改造 ， 对 细胞 内 目的 产物 的 代谢 流 进行 扩展 、 减 小 、 阻 断 或 构建 新 的 代谢 途径 ， 从 而 有 目 
的 、 有 理性 地 改变 微生物 原 有 代谢 特性 ， 改 进 或 者 构建 新 的 微生物 表 型 ， 并 与 微生物 基因 调 
控 、 代 谢 调控 及 生化 工程 相 结 合 ， 提 高 目的 代谢 产物 活性 或 产量 ， 或 合成 新 的 代谢 产物 的 工 
程 技术 科学 。 一 般 而 言 ， 代 谢 工程 研究 的 主要 目的 是 改善 细胞 性 能 和 性 状 ， 其 研究 对 象 主要 
是 利用 一 系列 的 代谢 途径 合成 小 分 子 或 大 分 子 的 有 机 化 合 物 ; 而 基因 工程 的 研究 目的 则 通常 
是 基因 的 翻译 产物 ， 即 和 蛋白质。 实际 上 ， 由 于 细胞 内 纷繁 复杂 的 新 陈 代谢 反应 都 是 由 各 种 酶 
(蛋白 质 ) 的 催化 来 实现 的 ， 因此， 代谢 工程 的 主要 研究 方法 归根 结 底 是 基因 工程 技术 ， 因 
此 代谢 工程 也 被 称 为 “第 三 代 基 因 工 程 ”。 

按照 基因 重组 方法 的 不 同 ， 重 组 微生物 还 可 以 进一步 分 为 如 下 两 种 类 型 : 一 类 是 通过 基 
因 工 程 操 作 , 在 宿主 细胞 内 ， 引 入 携带 外 源 目 的 基因 的 重组 载体 (通常 是 质粒 载体 ) ， 进 行 
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因 可 以 通过 载体 携带 实现 高 表达 ， 但 同时 也 会 产生 质粒 稳定 性 问题 ; 另 一 类 则 是 直接 对 目的 
菌株 的 基因 组 进行 强化 、 阻 断 或 插入 等 改造 ， 改 变 细 胞 的 代谢 途径 或 生理 特征 ， 高 效 合成 目 
的 蛋白 或 生产 目的 代谢 产物 。 基 因 组 携带 的 外 源 基因 表达 一 般 遗 传 稳定 性 好 , 但 由 于 拷贝 数 
低 ， 因 此 ， 在 需要 目的 基因 高 表达 时 可 能 并 不 适用 。 当 然 ， 也 可 以 在 改造 细胞 的 同时 ， 引 入 
质粒 载体 进行 目的 产物 的 代谢 合成 。 简 单 而 言 ， 一 类 重组 微生物 含有 外 源 载 体 ， 男 一 类 重组 
微生物 不 含 外 源 载体 。 这 里 的 载体 主要 是 指 通 用 的 质粒 载体 (图 9-1)。 


or Hind 


图 9-1 重组 微生物 的 基因 重组 对 象 (外 源 质粒 载体 和 (或 ) 基因 组 ) 


对 于 不 含 质粒 载体 的 重组 微生物 ， 由 于 没有 外 源 质粒 载体 的 额外 引入 ， 虽然 重 组 细胞 的 
表 型 特征 可 能 发 生 显著 的 改变 ， 但 是 其 细胞 生长 和 产物 积累 过 程 的 反应 动力 学 研究 方法 均 与 
野生 菌株 类 似 。 对 于 含有 外 源 载体 的 重组 微生物 ， 伴 随 重 组 质粒 载体 的 引入 和 外 源 基 因 的 表 
达 ， 出 现 了 一 系列 新 的 反应 动力 学 特性 及 研究 方法 ， 从 而 构成 了 本 章 的 主要 内 容 。 


9.2 ”重组 微生物 的 反应 动力 学 基础 


9.2.1 重组 微生物 的 发 酵 特点 


重组 微生物 的 发 酵 培 养 是 为 了 获得 高 浓度 的 重组 细胞 ， 最 终 获得 最 大 量 的 基因 表达 
产物 。 

如 上 和 节 所 述 ， 对 于 不 含 质粒 载体 的 重组 微生物 ， 尽 管 其 代谢 特征 和 生理 功能 可 能 与 野生 
出 发 菌株 相 比 具有 显著 不 同 ， pind te ed ee ese 
别 。 然 而 ， 对 于 含有 质粒 载体 的 重组 微生物 ， 外 源 质 粒 载体 的 引入 ， 一 系列 的 生理 效 
应 ， es et Wen 
种 菌 的 混合 物 , 即 含有 重组 质粒 的 工程 菌 和 不 含 重组 质粒 的 宿主 菌 。 通 常情 况 下 ， 不 含 质粒 
的 宿主 菌 具 有 比 生 长 速率 优势 ， 一 定 条 件 下 会 逐渐 扩 增 成 为 发 酵 过 程 的 主体 ， 继 而 大 大 降低 
质粒 载体 上 携带 的 外 源 目的 基因 的 表达 量 。 对 于 企图 利用 质粒 载体 在 大 型 发 酵 缸 中 高 效 表达 
某 种 特殊 产物 〈 比 如 重组 蛋白 ) 的 人 们 来 说 ， 质 粒 载体 的 丢失 则 意味 着 产量 的 下 降 ， 从 而 
给 生产 带 来 严重 的 后 果 。 因 此 ， 质 粒 载体 的 不 稳定 性 ， 一 直 是 重组 微生物 发 酵 过 程 中 的 一 个 
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既 有 理论 意义 又 有 实际 应 用 价值 的 重要 问题 。 

此 外 ， 由 于 重组 微生物 构建 方法 的 需要 ， 重 组 细胞 的 质粒 载体 或 基因 组 中 一 般 都 携带 某 
种 抗生素 抗 性 标记 或 其 他 遗传 标记 ， 需 要 在 发 酵 过 程 中 加 以 考虑 。 其 中 ， 对 于 具有 某 种 抗 生 
素 抗 性 的 重组 微生物 ， 尽 管 抗生素 的 加 入 会 减少 重组 微生物 发 酵 过 程 中 的 染 菌 概率 ， 同 时 有 
效 地 降低 质粒 的 丢失 概率 ， 人 们 在 重组 微生物 的 大 规模 发 酵 培 养 过 程 中 仍然 会 尽量 避免 使 用 
抗生素 ， 尤 其 是 在 药物 和 食品 生产 时 禁止 使 用 抗生素 。 这 一 方面 是 出 于 发 酵 成 本 的 考虑 ， 另 
一 方面 ， 则 是 环境 安全 和 人 类 健康 的 需要 ， 避 免 微生物 耐 药性 在 自然 界 中 的 扩散 ， 从 而 严重 
威胁 人 类 的 身体 健康 。 

再 有 ， 对 于 携带 质粒 载体 的 重组 微生物 ， 携 带 的 质粒 载体 有 两 种 不 同 的 类 型 : 一 类 称 为 
诱导 型 载体 (inducible vector) ， 含 有 诱导 型 启动 子 ， 需 要 在 发 酵 培 养 过 程 中 外 加 诱导 剂 才 能 
启动 目的 基因 的 高 效 表达 ; 另 一 类 称 为 组 成 型 载体 〈constitutive vector) ， 可 以 不 需 诱 导 剂 直 
接 启动 目的 基因 的 表达 。 对 于 含有 诱导 型 表达 载体 的 重组 微生物 ， 其 发 酵 动 力学 行为 受到 诱 
导 剂 加 入 时 机 和 加 入 量 的 调控 ， 同 时 受到 质粒 稳定 性 和 外 源 基因 表达 的 影响 。 而 对 于 含有 组 
成 型 表达 载体 的 重组 微生物 ， 其 发 酵 动 力学 规律 主要 受 质粒 稳定 性 和 外 源 基因 表达 的 影响 。 

综 上 所 述 ， 含 质粒 重组 微生物 的 质粒 稳定 性 问题 ， 会 直接 影响 发 酵 过 程 中 细胞 的 生长 和 
产物 的 产量 。 重 组 细胞 内 质粒 的 丢失 将 导致 菌株 性 能 退化 、 工 程 菌 含 量 减少 ， 进 而 引起 目的 
产物 产量 严重 降低 。 因 此 ， 在 重组 微生物 的 大 规模 培养 和 实践 应 用 之 前 ， 都 需要 考虑 其 质粒 
稳定 性 问题 。 


9.2.2 重组 微生物 的 质粒 稳定 性 问题 


在 形形色色 的 生命 形态 中 ， 质 粒 是 一 类 特别 引 人 注 目的 亚 细 胞 有 机 体 。 它 是 独立 于 染色 
体 之 外 能 够 进行 复制 和 稳定 遗传 的 共 价 、 闭 合 、 环 状 的 双 链 DNA 分 子 (cccDNA)。 它 的 结 
构 比 病毒 还 要 简单 ， 既 没有 和 蛋白质 外 壳 ， 也 没有 细胞 外 的 生命 周期 ， 只 能 够 在 寄主 细胞 内 独 
立地 增殖 ， 并 随 着 寄主 细胞 的 分 裂 而 遗传 下 去 。 随 着 生物 技术 的 发 展 ， 利 用 具有 不 同 功能 特 
性 的 质粒 载体 来 表达 外 源 基因 已 经 成 为 构建 重组 微生物 的 主要 方法 之 一 。 

通常 所 说 的 基因 工程 菌 的 质粒 不 稳定 性 ( plasmid instability) ， 包 括 分 离 不 稳定 性 〈seg- 
regational instability ) 和 结构 不 稳定 性 ( structural instability) 两 个 方面 。 前 者 是 指 在 细胞 分 
裂 过 程 中 有 一 个 子 细胞 没有 获得 质粒 DNA 拷贝 ， 并 最 终 增殖 成 为 无 质粒 的 优势 群体 ; 也 可 
以 认为 是 重组 DNA 分 子 从 受 体 细胞 中 的 逃逸 现象 。 而 后 者 主要 是 指 由 转 位 作用 和 重组 作用 
引起 的 质粒 DNA 的 重 排 与 缺失 。 

DNA 的 定点 突变 、 缺 失 、 搬 人 和 重 排 等 都 是 造成 质粒 载体 结构 不 稳定 性 的 原因 。 有 具有 
同 向 重复 短 序 列 特征 ， 如 人 工 构建 的 具有 多 个 串联 启动 子 的 质粒 载体 特别 容易 发 生 缺 失 作 
用 。 此 外 ， 质 粒 载体 位 点 之 间 的 同 源 重组 、 宿 主 染 色 体 及 质粒 载体 上 IS 因子 (insertion se- 
quence element) 和 转 座 子 (transposon) 等 转 座 元 件 的 插入 作用 、 邻 位 缺失 或 DNA 倒 位 ， 都 
有 可 能 使 质粒 载体 产生 自发 突变 ， 从 而 导致 质粒 载体 的 结构 不 稳定 性 。 此 外 ， 受 体 细胞 的 限 
制 修饰 系统 对 外 源 重 组 DNA 分 子 的 降解 、 外 源 基因 过 量 表达 时 能 量 和 物质 的 项 乏 以 及 表达 
产物 的 毒性 作用 诱导 受 体 细胞 产生 应 激 反 应 一 一 激活 核酸 酶 和 蛋白酶 对 重组 DNA 分 子 和 目 
的 产物 的 降解 ， 也 都 会 导致 质粒 分 子 的 结构 不 稳定 性 。 

质粒 的 分 离 不 稳定 性 起 因 于 质粒 的 缺陷 性 分 配 (defective partitioning) ， 也 称 为 不 均匀 分 
配 。 在 细胞 的 复制 和 分 裂 过 程 中 ， 要 使 质粒 能 够 保持 稳定 的 遗传 ， 至 少 得 满足 如 下 两 个 条 
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件 : 首先 ， 平 均 而 言 每 个 世代 每 个 质粒 都 必须 至 少 发 生 一 次 复制 ; 其 次 ， 当 细胞 分 裂 时 ， 复 
制 产生 的 质粒 拷贝 必须 分 配 到 两 个 子 细胞 中 去 。 质 粒 拷贝 分 配 到 子 细胞 中 的 途径 可 分 成 主动 
分 配 (active partition) 和 随机 分 配 (random partition) 两 种 不 同 的 方式 。 主 动 分 配 的 机 制 又 
可 分 为 平均 分 配 〈equipartition) 和 配对 位 点 分 配 (pair-site partition) 两 种 。 由 于 主动 分 配 
存在 着 有 效 的 质粒 拷贝 数控 制 系统 ， 从 而 保证 了 质粒 的 高 度 稳 定性 。 质 粒 的 随机 分 配 则 与 主 
动 分 配 截然 相反 ， 它 是 指 在 细胞 分 裂 过程 中 质粒 拷贝 数 在 2 个 子 细胞 之 间 的 分 配 是 随机 的 。 
当 含有 个 质粒 分 子 的 细胞 进行 随机 分 配 时 ， 每 个 子 代 细胞 将 按照 正 态 分 布 的 规律 分 别 遗 传 
0 ~ 个 质粒 ， 因 此 ， 不 含 质粒 的 细胞 〈 空 载 细胞 ，P- ) 就 会 按 一 定 概率 出 现 。 

通常 情况 下 ， 含 质粒 细胞 (P* ) 的 生长 速率 要 低 于 无 质粒 细胞 ， 这 是 由 于 含 质 粒 细胞 
与 无 质粒 细胞 相 比 要 合成 更 多 的 DNA 、mRNA 和 和 蛋白 质 ， 因 此 要 消耗 更 多 的 能 量 。 质 粒 编 
码 基因 还 将 同 宿主 染色 体 编 码 的 基因 直接 竞争 使 用 前 体 (如 核酸 和 和 氨基酸) 和 催化 剂 一 一 
即 DNA、RNA 和 蛋白质 合成 过 程 中 涉及 的 各 种 酶 等 物质 。 这 种 质粒 与 宿主 细胞 之 间 在 复制 、 
转录 和 翻译 等 各 个 水 平 上 对 前 体 大 分 子 、 能 量 、 酶 系 乃 至 核糖 体 结合 位 点 等 进行 的 激烈 竞争 
通常 会 导致 含 质粒 重组 细胞 的 生长 弱势 。 

此 外 ， 由 质粒 基因 编码 的 产物 蛋白 质 的 毒性 以 及 启动 子 的 强度 等 也 将 影响 含 质粒 细胞 的 
生长 速率 。 由 于 质粒 丢失 后 的 细胞 不 仅 不 能 再 合成 目的 产物 ， 还 会 同 含 质粒 细胞 进行 生长 竞 
争 ， 因 此 在 生物 反应 器 中 无 质粒 细胞 一 旦 出 现 ， 就 会 迅速 增殖 ， 导 致 P 与 P* 细 胞 的 混合 培 
养 , 若 P -细胞 最 终 增殖 成 为 优势 菌 群 ， 就 会 使 发 酵 产 物 的 产 率 迅速 下 降 ， 从 而 造成 严重 的 
经 济 损失 。 

质粒 分 离 不 稳定 性 的 严重 程度 取决 于 2 个 参数 : 无 质粒 细胞 的 产生 概率 和 无 质粒 细胞 与 
含 质粒 细胞 的 生长 比 速率 之 比 (jw.- /7 ) 。 无 质粒 细胞 产生 得 越 多 , 人 仅 * 值 越 高 ， 无 质粒 
细胞 在 整个 细胞 群体 中 占据 生长 优势 的 所 需 时 间 就 越 短 。 上 述 2 个 参数 均 是 细胞 群体 意义 上 
的 宏观 参数 ,它们 有 时 可 以 与 分 子 水 平 上 的 微观 参数 关联 起 来 。 

无 质粒 细胞 产生 的 概率 与 质粒 的 拷贝 数 高 低 密切 相关 。 通 常 所 说 的 质粒 拷贝 数 表征 的 只 
是 群体 意义 上 的 平均 值 ， 它 并 不 反映 细胞 群体 中 质粒 载体 拷贝 数 分 布 的 客观 动态 。 在 实际 培 
养 过 程 中 ， 不 同 细胞 个 体 之 间 的 质粒 拷贝 数 存 在 一 定 的 差异 ， 差 异 的 程度 简称 为 差 度 。 正 是 
由 于 拷贝 数 差 度 的 存在 ,使 得 有 些 细 胞 内 含有 少 于 平均 值 的 质粒 拷贝 ， 其 至 根本 没有 质粒 找 
贝 ， 从 而 加 快 了 质粒 载体 的 丢失 速率 ， 造 成 了 质粒 载体 的 不 稳定 。 无 质粒 细胞 与 含 质粒 细胞 
的 生长 比 速 率 (~A* ) 则 同时 取决 于 两 种 细胞 的 基因 型 以 及 细胞 的 培养 条 件 。 因 此 ， 影 
响 质粒 稳定 性 的 因素 就 可 以 归结 为 质粒 自身 因素 、 宿 主因 素 以 及 环境 因素 (主要 指 培养 条 
件 ) 等 三 个 方面 。 


9.2.3 影响 质粒 载体 稳定 性 的 因素 


如 前 所 述 ， 影 响 质粒 载体 稳定 性 ， 包 括 结构 稳定 性 和 分 离 稳定 性 的 因素 ， 可 以 归结 为 质 
粒 、 宿 主 及 环境 因素 等 三 个 方面 。 

1. 质粒 因素 构建 质粒 表达 基因 工程 菌 的 关键 在 于 携带 目的 基因 的 质粒 载体 。 一 个 理 
想 的 质粒 载体 应 具有 如 下 特点 : 拷贝 数 高 ， 分 子 小 ， 具 有 遗传 稳定 性 和 选择 性 标记 ， 具 有 了 几 
个 独特 的 限制 性 内 切 酶 作用 位 点 以 及 易于 转 入 宿主 细胞 等 。 

质粒 的 拷贝 数 是 影响 质粒 稳定 性 的 一 个 关键 参数 。 它 主要 由 质粒 自身 的 基因 组 成 所 决 
定 ， 但 宿主 细胞 的 生理 特性 和 环境 条 件 也 会 对 其 造成 强烈 的 影响 。 一 般 条 件 下 ， 重 组 蛋白 的 
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产 率 会 随 质粒 拷贝 数 的 升 高 而 增 大 ; 但 当 拷贝 数 增 大 到 一 定 水 平 后 再 继续 增 大 时 ， 重 组 蛋白 
产 率 和 质粒 拷贝 数 的 这 一 对 应 关系 就 会 被 打破 。 导 致 这 一 现象 的 可 能 原因 有 2 个 : 一 是 在 高 
拷贝 数 下 ， 影 响 重 组 蛋白 质 合成 的 限制 步骤 不 再 是 质粒 的 基因 拷贝 ， 而 可 能 是 转录 和 翻译 过 
程 ; 二 是 高 拷贝 的 质粒 通常 都 不 稳定 ， 这 可 能 是 由 于 拷贝 数 越 高 ， 质 粒 与 宿主 细胞 的 竞争 越 
激烈 所 造成 的 。 此 外 ， 实 验 温度 、 培 养 基 的 营养 组 成 及 培养 方式 等 都 会 对 质粒 的 拷贝 数 造 成 
影响 ， 从 而 间接 影响 质粒 的 稳定 性 (图 9-2)。 


酶 比 活性 


| | | | 
0 50 100 150 200 250 300 
质粒 拷贝 数 


图 9-2 ”质粒 拷贝 数 和 目的 蛋白 表达 的 变化 趋势 图 


质粒 的 可 诱导 启动 子 的 诱导 方式 会 引起 稳定 性 的 差异 。E. coli TG1 在 表达 B- 半 乳糖 苷 酶 
时 ， 用 化 学 诱导 启动 LacZ 基因 比 用 温度 诱导 启动 时 的 稳定 性 高 。 质 粒 载体 上 搬入 DNA 分 子 
的 大 小 和 引入 外 源 DNA 的 方法 都 影响 质粒 的 遗传 稳定 性 : 当 插入 DNA 小 于 2kb 时 ， 对 质粒 
稳定 性 的 影响 不 大 ; 但 达到 8kb 时 就 会 产生 一 定 的 影响 ， 当 大 于 21kb 时 则 会 导致 质粒 的 迅 
速 丢 失 。 质 粒 载体 上 的 某 些 序列 会 导致 质粒 的 不 稳定 性 。pBR322 的 tet 衍生 质粒 上 的 tet 启 
动 子 丢 失 时 ， 质 粒 的 稳定 性 反而 提高 。 

非 正 常 的 重组 也 是 导致 质粒 在 复制 中 出 现 突变 的 原因 之 一 。 当 革 兰 阳性 菌 用 小 于 10kb 
的 质粒 作 载体 时 ， 质 粒 是 滚 环 复制 的 。 在 复制 过 程 中 容易 产生 单 链 DNA (ssDNA) 质粒 ， 
继续 复制 时 就 会 出 现 序列 错误 ; 而 当 采 用 大 于 10kb 的 大 质粒 作 载体 时 ， 这 种 错误 就 可 以 基 
本 避免 ， 质 粒 可 以 在 细胞 内 稳定 保存 大 于 150 代 而 不 丢失 。 

在 重组 大 肠 杆菌 中 ， 对 于 那些 含有 大 相对 分 子 质量 插入 片段 的 克隆 载体 来 说 ， 还 共同 存 
在 着 一 个 普遍 问题 ， 就 是 质粒 载体 的 寡 聚 化 。 发 生 广泛 寡 聚 化 效应 的 细胞 内 ， 经 常 出 现 大 量 
的 质粒 二 聚 体 、 三 聚 体 甚 至 四 聚 体形 式 的 质粒 分 子 ， 因 此 很 不 稳定 。 

2. 宿主 因素 ”质粒 的 复制 和 外 源 基因 的 表达 均 由 宿主 来 提供 原料 和 能 量 ， 因 此 质粒 与 
宿主 细胞 之 间 存 在 着 强烈 的 相互 作用 ， 当 宿主 中 质粒 复制 所 必须 的 某 种 条 件 丧 失 时 ， 就 会 引 
起 质粒 的 丢失 。 

从 宿主 生理 学 的 角度 来 看 ， 使 用 可 控 启动 子 有 利于 质粒 的 稳定 性 。 携 带 可 控 启动 子 的 质 
粒 可 以 控制 在 生长 阶段 少量 合成 基因 产物 ， 从 而 削弱 或 消除 由 于 克隆 基因 或 毒性 基因 大 量 表 
达 对 宿主 细胞 造成 的 影响 。 
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通常 情况 下 ， 具 有 结构 不 稳定 性 的 质粒 较 难 识别 ， 这 是 由 于 某 段 基因 的 少量 重 排 一 般 并 
不 会 导致 质粒 选择 性 标记 的 失 活 。 因 此 尽管 质粒 的 结构 不 稳定 性 发 生 的 频率 很 低 ， 它 仍然 应 
当 引 起 人 们 的 重视 。 已 经 有 研究 表明 ， 当 以 JM103 为 宿主 时 ， 培 养 过 程 中 xylE 基因 的 表达 
将 比 初始 质粒 降低 5 ~7 倍 。 到 目前 为 止 ， 消 除 质粒 的 结构 不 稳定 性 的 可 用 策略 就 是 选用 重 
组 缺陷 ( rec- ) 菌株 作为 宿主 菌 。 

研究 表明 ， 当 Saccharomyces cerevisiae 宿主 菌株 具有 与 质粒 基因 互补 的 重组 突变 时 ， 质 粒 
的 稳定 性 会 大 大 提高 。 

3. 环境 因素 ”最 适 的 环境 条 件 是 一 个 成 功 的 生物 过 程 的 重要 因素 ,但 对 重组 菌株 而 言 ， 
还 往往 需要 考虑 另 一 个 因素 ， 即 质粒 的 稳定 性 。 高 质粒 稳定 性 同 高 产 率 、 高 得 率 和 低 成 本 、 
低 消耗 一 样 ， 都 是 利用 重组 菌株 进行 生物 生产 的 根本 目的 。 

营养 限制 对 质粒 稳定 性 的 影响 非常 复杂 ， 它 同时 依赖 于 质粒 和 宿主 菌株 。 一 般 来 讲 ， 营 
养 限制 会 对 P?* 菌 的 生长 带 来 更 大 的 压力 ， 从 而 使 P-/P: 菌 比值 加 大 (P- 为 单位 体积 菌 液 中 
的 无 质粒 细胞 数 ，P“* 为 单位 体积 菌 液 中 的 含 质粒 细胞 数 ) 。 对 重组 E. coli 的 分 批 培养 表明 ， 
含 质粒 RP1 的 细胞 比 无 质粒 细胞 需要 更 多 的 营养 物质 ， 因 此 磷酸 盐 和 镁 离子 等 营养 限制 将 
会 使 六 /1 增 大 ， 从 而 导致 质粒 的 不 稳定 。 其 中 , pj” 为 不 含 质粒 细胞 的 生长 比 速率 , 1 为 
含 质粒 细胞 的 生长 比 速率 ， 单 位 为 8-!。E. coli K12 携带 pTP120 质粒 (ter'、Str*、Ap'、Sul') 
生长 在 碳 、 磷 限制 的 条 件 下 时 ，ter 就 会 丢失 ; 而 Ap 和 Sul 则 只 在 磷 限 制 时 丢失 。 碳 氮 比 
对 工程 菌 在 开放 环境 中 质粒 稳定 性 的 影响 的 研究 表明 ， 碳 氮 比 为 0.01 ~ 10 时 ， 碳 氮 比 越 高 ， 
细胞 增殖 越 快 ， 表 达 产 物 越 多 ， 质 粒 越 不 稳定 。 

温度 对 质粒 拷贝 数 和 稳定 性 也 有 影响 。 例 如 ， 对 于 携带 质粒 pCK108 的 菌株 Bacillus 
megaterium， 当 培养 温度 高 于 最 适 温度 时 ,质粒 稳定 性 会 随 温 度 的 升 高 而 降低 。 当 温度 高 于 
38% 时 ， 质 粒 稳定 性 在 细胞 的 对 数 生 长 期 的 末期 就 已 迅速 下 降 为 55% ~ 60% 。 而 菌株 
B. stearothermophilus 携带 的 质粒 pLP11 在 温度 低 于 50Y 是 稳定 的 ， 当 温度 高 于 50% 时 ， 质 粒 
的 稳定 性 就 会 降低 。 

溶 氧 对 微生物 的 代谢 影响 很 大 ， 对 质粒 稳定 性 也 有 重要 影响 。 充 足 的 溶 氧 有 利于 质粒 稳 
定 ， 缺 氧 则 会 导致 严重 的 分 离 不 稳定 性 。 研 究 表明 ， 携 带 质粒 pLG669 -z 的 菌株 Saccharo- 
myces cerevisiae 在 无 选择 压力 培养 基 中 进行 连续 培养 时 ， 含 质粒 细胞 的 百分数 会 随 溶 氧 的 下 
降 而 下 降 ; 当 溶 氧 低 于 10% 时 ,质粒 的 稳定 性 会 非常 迅速 地 下 降 。 

此 外 ， 细 胞 内 外 源 产 物 的 积累 也 会 影响 质粒 的 分 离 不 稳定 性 。 对 产 聚 3- 羟基 丁 酸 酯 
(PHB) 的 重组 大 肠 杆菌 的 质粒 稳定 性 研究 表明 ， 细 胞 内 PHB 的 含量 越 高 ， 质 粒 的 分 离 不 稳 
定性 越 显著 。 


9.2.4 质粒 丢失 动力 学 


为 了 更 好 地 研究 质粒 稳定 性 这 一 复杂 过 程 ， 实 验 信息 必须 和 数学 工具 结合 起 来 。 数 学 模 
型 可 以 用 于 机 制 假设 的 验证 、 新 实验 方案 的 提出 ， 或 者 不 同 水 平 上 的 过 程 设 计 和 优化 。 对 于 
一 个 关于 重组 细胞 的 具体 的 生化 过 程 ， 简 单 的 数学 模型 一 般 将 生物 量 分 成 含 质粒 细胞 和 无 质 
粒 细 胞 这 两 个 亚 群 ， 它 们 具有 不 同 的 比 生 长 速率 并 进行 生长 竞争 。 与 此 相反 ， 复 杂 的 数学 模 
型 一 般 都 包括 蛋白 质 合 成 、 细 胞 生长 以 及 质粒 复制 等 各 方面 的 详尽 信息 。 

1. 简单 的 质粒 丢失 动力 学 模型 ”在 实际 的 工业 发 酵 过 程 中 ， 大 多 采用 针对 含 质粒 细胞 
和 无 质粒 细胞 进行 生长 竞争 的 简单 质粒 丢失 动力 学 模型 。 
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在 重组 微生物 的 发 酵 过程 中 ,将 所 有 细胞 的 总 浓度 用 cx 表示 ， 含 有 重组 质粒 的 工程 菌 
的 细胞 浓度 用 cx, 表示， 质粒 丢失 的 宿主 菌 的 细胞 浓度 用 cx- 表示 , 相应 的 生长 比 速率 分 别 为 
人 和 人 - ， 含 质粒 细胞 占 总 细胞 的 比例 为 。 则 有 : 


Cx Se Ge (9-1) 
未 = 一人 (92) 
Cx Cx+ + Cx- 


式 中 : cx 为 细胞 的 干 重 浓度 (g* L”'); cx 为 含 质粒 细胞 的 浓度 (g : 工 ” ) ; cx- 为 不 含 质 
粒 细胞 的 浓度 (g : 工 ” ) 。 


定义 cx- 和 cx 的 生长 比 速率 之 比 为 w, 则 : a = 


进一步 定义 单位 时 间 内 含 质粒 细胞 转化 为 无 质粒 细胞 的 概率 ， 也 即 质粒 的 相对 丢失 速率 
(relative segregation rate) 为 p， 则 在 重组 菌 的 分 批 培养 过 程 中 ,， 含 质粒 细胞 和 不 含 质粒 细胞 
的 生长 速率 方程 分 别 为 


dcx+ 由 

a = (1 -ph’ ex: (9-3) 
dcx- 到 本 

= 人 cx- + Ph’ cx: (9-4) 


式 中 : 从 "为 含 质粒 细胞 的 生长 比 速率 (s™!') ; 人 -为 不 含 质粒 细胞 的 生长 比 速 率 (s… ) 。 

假设 重组 菌 和 质粒 丢失 的 宿主 菌 都 以 恒定 的 生长 比 速率 进行 增殖 ， 则 经 过 上 时 间 的 培 
养 , 重组 菌 传 n 代 后 ， 含 质粒 细胞 在 培养 液 中 的 比例 为 

及 三 和 - 1 (9-5) 

由 于 丢失 质粒 的 宿主 菌 往往 更 具有 生长 优势 ， 所 以 a 值 一 般 为 1 ~2。 

但 在 实际 发 酵 过 程 中 ， 无 论 是 重组 菌 还 是 宿主 菌 ， 其 生长 比 速率 都 会 随 生长 周期 的 改变 
而 变化 。 设 cx, cx- .cs cp 和 疡 分 别 为 含 质粒 重组 菌 、 不 含 质粒 宿主 菌 、 限 制 性 底 物 和 产物 的 
浓度 以 及 质粒 丢失 概率 ,wx 和 jw; 分 别 是 重组 菌 和 宿主 菌 的 最 大 生长 比 速率 , 六 和 六 分 别 是 
重组 菌 和 宿主 菌 的 生长 得 率 ，Ks 为 饱和 常数 ，1 为 培养 时 间 ，a 和 8B 为 有 关 产 物 合成 的 参 
数 ，B 为 新 复制 的 质粒 数 与 初始 质粒 数 的 比例 系数 。 则 分 批发 酵 过 程 中 重组 菌 的 质粒 丢失 模 
型 可 以 描述 如 下 : 


志和 0 -Per (9.6) 
Te 07) 
ss (0%) 

Se -ace po, (9.9) 


在 上 述 质粒 丢失 动力 学 模型 中 ， 都 仅仅 在 细胞 表 型 水 平 上 简单 考虑 了 含 质 粒 重 组 细 
胞 群 和 不 含 质粒 宿主 细胞 群 的 生长 特性 和 基质 消耗 特性 ， 而 没有 考虑 细胞 内 质粒 的 复制 、 
分 布 以 及 染色 体 DNA 与 质粒 DNA 在 前 体 、 能 量 、 营 养 物 质 等 各 方面 的 竞争 等 复杂 因素 的 
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二 重症 向 区 病 帮 在 微生物 群体 中 ， 二 分 裂 殖 体系 占据 非常 重 
要 的 地 位 。Escherichia coli 正 是 其 中 的 典型 代表 。 研 究 人 员 以 二 分 裂 殖 的 重组 菌株 为 研究 对 
象 ， 在 单 细胞 水 平 上 建立 了 质粒 分 布 和 产物 合成 的 数学 模型 。 该 模型 表明 ， 在 细胞 的 生长 过 
程 中 ， 单 细胞 内 质粒 含量 的 分 布 与 质粒 的 复制 动力 学 密切 相关 。 此 外 ， 该 模型 还 对 含 质粒 细 
胞 和 无 质粒 细胞 的 过 渡 态 竞争 生长 进行 了 成 功 的 数学 模拟 。 为 了 更 好 地 说 明 如 何在 单 细 胞 水 
平 上 采用 数学 工具 描述 质粒 的 复制 、 分 配 与 生长 竞争 ,参照 Seo 和 Bailey 模型 ， 可 以 建立 如 
下 质粒 丢失 动力 学 模型 ， 并 进行 求解 : 

1) 稳 态 平衡 生长 过 程 中 单个 细胞 内 质粒 的 拷贝 数 : 由 于 基因 重组 菌 的 每 一 次 发 酵 培 养 
过 程 都 是 从 抗生素 抗 性 平板 上 挑 取 单 菌落 开始 ， 因 此 ， 要 建立 无 选择 压力 培养 过 程 中 含 质粒 
细胞 和 无 质粒 细胞 状态 分 布 的 数学 模型 ， 首 先 必 须 考 察 重组 菌 的 种 子 细胞 在 抗 性 平板 上 进行 
稳 态 平衡 生长 时 的 质粒 分 布 情况 。 也 就 是 说 ， 含 质粒 细胞 和 无 质粒 细胞 进行 混合 培养 的 初始 
条 件 是 含 质粒 细胞 的 稳 态 平衡 生长 。 

(1) 稳 态 条 件 下 含 质粒 细胞 的 菌 龄 分 布 函 数 : 含 质粒 细胞 从 上 一 次 分 裂 开 始 ， 到 下 一 
次 分 裂 结束 ， 经历 了 一 个 细胞 周期 (世代 时 间 ) 的 变化 。 在 这 个 细胞 周期 中 ， 菌 龄 是 影响 
含 质粒 细胞 中 质粒 分 布 的 参数 之 一 。 为 此 ， 本 模型 以 菌 龄 为 自 变 量 ， 建 立 稳 态 条 件 下 含 质粒 
细胞 的 菌 龄 分 布 函 数 ， 并 在 质粒 复制 与 分 离 的 基础 上 进一步 建立 含 质粒 细胞 的 质粒 分 布 
模型 。 

以 a 代表 菌 龄 ( 设 : 新 生 菌 的 菌 龄 为 零 ， 正 在 分 裂 的 细菌 的 菌 龄 为 T7， 即 一 个 世代 的 时 
间 为 7) ，* 为 含 质粒 细胞 的 总 生长 比 速率 。 则 含 质粒 细胞 在 整个 细胞 群 中 的 比例 到 (a) 即 
为 含 质粒 菌 的 分 布 函 数 。 在 稳 态 的 指数 生长 期 ， 含 质粒 菌 分 布 函 数 随 菌 龄 的 变化 有 如 下 的 关 
系 式 : 

dW (a) 
da 

设 9 为 有 质粒 的 细胞 在 分 裂 时 产生 出 无 质粒 细胞 的 概率 ， 则 正在 分 裂 的 细胞 与 新 生 细 胞 
间 还 应 存在 如 下 平衡 关系 : 


=—-vW (a) (9-10) 


W(0) = (2 - 9) W(T) (9-11) 
在 存在 选择 压力 的 稳 态 平衡 生长 条 件 下 ， 公 式 (9-10) 的 解 应 满足 下 面 的 归 一 化 条 件 : 
[ wa)da | (9-12) 
以 式 (9-11) 、 式 (9-12) 为 边界 条 件 ， 即 可 得 到 式 (9-10) 的 解 为 : 
_ /2-0 
W(a) (G je (9-13) 


将 式 (9-13) 代入 式 (9-12) 中 ， 即 可 得 到 含 质粒 细胞 的 比 生 长 速率 » 、 细 胞 生长 的 世 
代 时 间 7 和 表征 质粒 不 稳定 性 的 参数 9 之 间 有 如 下 关系 式 : 
lIn(2-0 
= ) (9-14) 
其 中 ， 世 代 时 间 (7) 代表 的 是 单个 细胞 的 一 个 生长 周期 ， 它 与 细胞 群 的 生长 比 速率 是 
不 同 的 概念 ， 二 者 不 能 混为一谈 。 在 模型 计算 时 ， ee 值 ， 但 
实际 上 ， 不 稳定 因子 也 应 随 着 细胞 世代 数 的 变化 而 变化 ， 这 会 对 了 的 计算 产生 一 定 的 影响 ， 
而 这 种 影响 的 程度 我 们 并 不 知道 有 多 大 ， pe 
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(2) 新 生 细胞 中 的 质粒 数 分 布 : 在 稳 态 条 件 下 含 质粒 细胞 菌 龄 分 布 的 基础 上 ， 可 以 根 
据 质粒 的 复制 机 制导 出 单个 新 生 细胞 中 的 质粒 数 分 布 模型 。 

首先 ,根据 出 生 时 细胞 内 所 含 质粒 数 的 不 同 ， 可 以 将 整个 细胞 群 划 分 为 不 同 的 细胞 亚 
群 。 其 中 ， 出 生 时 含有 x 个 质粒 的 细胞 群 的 年 龄 分 布 为 : 
WO 二 在 (9-15 ) 
其 中 ，c, 为 出 生 时 含有 x 个 质粒 的 细胞 群 的 年 龄 分 布 系数 。 设 细胞 中 所 含 质粒 的 拷贝 数 
为 N， 则 在 质粒 分 布 的 所 有 范围 内 ， 有 : 


i 2 0 
ee =W (oO = (738)e (9-16) 


对 质粒 的 复制 和 分 配 机 制 进行 不 同 的 假设 ,求解 式 (9-16)， 就 可 得 到 不 同 的 c,， 继 而 
得 到 含 不 同 质粒 数 的 细胞 的 菌 龄 分 布 函 数 下 ,(a) 。 

@ c, 初始 迭代 值 的 确定 : 首先 在 最 简化 的 模型 假设 基础 上 ， 计 算出 一 个 合适 的 c,， 作 
为 更 复杂 模型 的 初始 迭代 值 。 

依照 Seo 和 Bailey 的 模型 中 的 Model 1 ,假设 所 有 处 在 分 裂 阶段 的 细胞 中 都 含 用 个 质 
粒 ， 且 所 有 质粒 都 按照 随机 分 配 的 规律 分 配 到 子 代 细 胞 中 去 。 此 外 ， 在 质粒 的 复制 过 程 中 ， 
还 假设 存在 着 这 样 的 控制 机 制 ， 即 无 论 出 生 时 分 配 得 到 的 初始 质粒 数 为 多 少 ， 在 一 个 细胞 周 
期 中 ， 质 粒 数 均 在 达到 一 定数 目 (N) 时 就 停止 复制 。 

设 y 为 母 代 细胞 中 某 一 质粒 分 配 到 某 一 特定 子 代 细胞 中 去 的 概率 ， 则 从 含有 N 个 质粒 
的 母 代 细胞 中 分 裂 出 含有 x 个 质粒 的 子 代 细胞 的 概率 ， 可 用 二 项 式 分 布 函数 / (x; N) 表示 ， 
即 : 


flx;N) = HR 一 7) (9-17) 
将 式 (9-17) 与 式 (9-14) 、 式 (9-16) 一 起 推导 并 简化 后 ， 即 有 : 
c= To/ ;NN) +/N -x;N)] (9-18) 


其 中 ,9 还 可 以 表示 为 : 
0=f (0; N) +f(N; N) (9-19) 
式 中 : 6 为 有 质粒 细胞 在 分 裂 时 产生 出 无 质粒 细胞 的 概率 。 

对 于 二 分 列 殖 细胞 的 均衡 随机 分 配 过 程 ， 某 一 质粒 分 配 到 两 个 子 代 细胞 中 去 的 概率 是 完 
全 相同 的 ， 因 此 y 的 值 就 可 被 定 为 0.5。 而 对 于 那些 不 均衡 分 裂 的 细胞 ，y 则 为 一 个 经 验 值 。 

由 式 (9-19) 可 见 ， 在 本 模型 假设 的 条 件 下 ， 从 母 代 细胞 中 分 离 出 不 含 质粒 的 细胞 概率 
0 为 常数 ， 它 与 细胞 分 裂 世 代数 的 变化 无 关 。 在 一 定 的 W 和 Yy 值 的 条 件 下 ,， 求 出 9， 并 代入 
实际 培养 过 程 的 总 生长 比 速率 w， 由 式 (9-18) 即 可 求 出 作为 更 复杂 模型 的 初始 迭代 值 
的 c,。 

@ 模型 的 建立 和 求解 : 对 E. coli R1 质粒 复制 过 程 的 研究 表明 ， 受 到 调控 的 是 每 个 细胞 
周期 中 新 合成 的 质粒 数 ， 而 不 是 正在 分 裂 的 细胞 中 的 质粒 数 。 因 此 ， 假 设 含 质粒 细胞 每 个 细 
胞 周期 可 以 合成 一 定数 目的 质粒 ， 要 比 假设 正在 分 裂 的 细胞 中 的 质粒 数 是 常数 更 精确 地 近似 
质粒 的 实际 复制 控制 体系 。 

依照 Seo 和 Bailey 模型 中 的 Model IE， 假设 每 个 细胞 在 每 一 世代 都 复制 出 天 个 新 质粒 ， 
除非 细胞 中 的 质粒 数 达 到 某 一 最 大 值 V。 此 外 ， 当 母 代 细胞 分 裂 时 ， 其 中 的 所 有 质粒 也 都 
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均衡 随机 分 配 到 子 代 细胞 中 去 。 
在 上 述 假设 的 基础 上 ， 对 于 出 生 时 含 不 同 质粒 数 的 细胞 ， 分 别 有 : 


1 
ee + AN Ne)) 之 e+ Lxsi) + /Ci «3i) Jerr} 


(1<x<k+1) (9-20) 


1 Na | 
ox Le +fN -wsN)] D+ DLAssi) +f0: #30) lo} 


(k+2<x<N,) (9-21) 


fs se LONGsN) + AOsN)Y PD e+ 之 [KBD + fosd lt} (922) 
Ci 
式 中 : N。 为 细胞 中 质粒 的 最 大 拷贝 数 。 

这 一 模型 中 的 最 大 质粒 拷贝 数 N, 没有 具体 的 物理 意义 ， 仅 仅 是 为 了 给 数学 方程 组 设 定 
截止 计算 的 边界 的 变量 。 当 Ns>>K 时， 计算 所 得 的 细胞 中 的 质粒 分 布 就 与 N, 无 关 。 

此 外 ， 在 本 模型 中 ， 由 于 某 一 特定 细胞 周期 中 的 质粒 分 布 会 影响 到 下 一 个 细胞 周期 中 的 
质粒 分 布 ， 因 此 也 就 体现 了 由 于 细胞 分 裂 时 质粒 的 随机 分 配 所 导致 的 拷贝 数 差 度 对 后 代 细胞 
的 质粒 分 离 不 稳定 性 的 影响 。 

代入 c, 的 初始 选 代 值 ， 对 式 (9-20) ~ 式 (9-22) 进行 求解 ， 即 可 得 到 c. 的 数值 解 。 

@ 对 Seo-Bailey 模型 的 修正 ， 根 据 对 质粒 复制 过 程 的 越 来 越 深入 的 研究 ， 可 以 合理 地 候 
设 ， 在 一 个 细胞 周期 内 新 复制 的 质粒 数 K 与 细胞 诞生 时 所 包含 的 初始 质粒 拷贝 数 (X。) 成 
正比 例 关系 : 

K=B.X. (9-23) 

其 中 ，B 为 新 复制 质粒 数 与 初始 质粒 数 的 比例 系数 。B 的 大 小 应 该 在 测定 细胞 内 RNA 
聚合 酶 水 平 的 基础 上 ， 采 用 更 为 复杂 的 质粒 复制 模型 来 确定 。 但 由 于 实验 条 件 的 限制 ， 目 前 
实验 室 仍 无 法 具体 测定 这 些 数值 。 因 此 ， 可 以 依据 前 人 的 经 验 将 8 假设 为 1。 

此 外 ， 还 同时 设 定 质粒 的 最 大 复制 拷贝 数 为 K,。 当 由 式 (9-23) 计算 所 得 的 天 超过 K。 
时 ， 则 一 律 按 K。 计算 。 即 : 

并 莹 站 ,天 三 帮 : 
共有 区 己基 (9-24) 
式 中 :为 细胞 在 一 个 世代 中 复制 的 新 质粒 数 ，K, 为 质粒 最 大 复制 拷贝 数 。 

这 里 ,可 视 为 表征 重组 细胞 中 质粒 复制 能 力 的 一 个 参数 。 一 般 来 讲 ， 当 重组 细胞 在 完 
全 理想 的 条 件 下 培养 时 ，K, 应 是 一 个 定 值 ， 它 由 质粒 或 宿主 的 基因 特性 所 决定 。 但 在 实际 
的 培养 过 程 中 ， 由 于 实验 条 件 的 限制 ， 宿 主 和 质粒 之 间 的 相互 作用 将 影响 K。 的 大 小 。 

由 实验 测定 可 知 ， 一 个 生长 在 LB* 平板 上 的 中 等 大 小 的 大 肠 杆菌 单 菌落 ， 一 般 含有 
10 ~ 10* 个 细胞 ， 要 形成 这 样 的 一 个 单 菌 落 ， 细 胞 一 般 要 经 过 15 ~25 次 分 裂 。 由 于 单 菌落 
中 各 个 细胞 所 处 的 环境 条 件 不 同 ， 因 此 ， 各 个 细胞 的 生理 特性 也 不 同 ， 从 而 使 不 同 细 胞 内 质 
粒 的 复制 和 分 布 情况 也 不 同 。 
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考虑 到 随 着 细胞 的 世代 数 的 增加 ， 全 不 妨 假设 K。 
将 随 细胞 世代 数 n 的 增 大 而 线性 减 小 。 


K» = Kr -1 (9-25) 


其 中 ， 当 -1=0 时 ，K 体现 了 重组 细胞 中 质粒 复制 能 力 的 上 限 ，! 则 表征 细胞 中 质粒 
拷贝 数 的 下 降幅 度 。 

2) 细胞 群 中 有 质粒 细胞 和 无 质粒 细胞 混合 培养 的 过 渡 生 长 模型 : 就 整个 细胞 群 而 言 ， 
由 于 质粒 在 子 代 细胞 中 的 分 配 过 程 为 随机 分 配 ， 因 此 ， 在 LB 平板 上 稳 态 生 长 的 种 子 一 
接 和 人 无 抗生素 选择 压力 的 培养 基 中 ， 即 可 能 开始 了 有 质粒 细胞 和 无 质粒 细胞 同时 生长 的 混合 
生长 过 程 。 以 稳 态 条 件 下 含 质粒 细胞 的 菌 龄 分 布 函数 为 初始 条 件 ，" 仍 为 含 质粒 细胞 的 总 体 
生长 比 速率 ，7 和 7?* 分 别 为 无 质粒 和 有 质粒 细胞 的 世代 周期 。 这 样 细胞 群 中 的 状态 分 布 就 
依赖 于 两 个 参数 : 细胞 的 菌 龄 a 和 转 入 两 种 细胞 都 可 以 生长 的 培养 基 中 的 时 间 1。 

分 别 对 有 质粒 和 无 质粒 细胞 的 细胞 群 建立 过 渡 态 细胞 增殖 平衡 方程 。 设 VU- 和 U?* 分别 
为 无 质粒 细胞 和 有 质粒 细胞 的 增殖 函数 。 

(1) 有 质粒 细胞 


“人 + 2 -0 (9-26) 
初始 条 件 和 边界 条 件 分 别 为 
a OD tS ve" = a (9-27) 
U* (0,0) = (2 _ gCm))U’ (Tt) = q+ (1) (9-28) 
式 (9-26) 的 特征 线 方程 为 a -1= 常 数 =ce， 因 此 式 (9-26) 的 解 的 形式 为 : 
we Ut te (9-29) 


如 图 9-3 所 示 ， 在 每 一 条 特征 线 上 的 。 值 都 是 相等 的 ， 其 上 的 U? 值 也 都 相同 。 


t 


图 9-3 ”有 质粒 细胞 的 过 渡 态 细胞 增殖 平衡 方程 的 特征 线 
1: 特征 线 1; 2: 特征 线 2 


由 坐标 之 间 的 关系 可 知 : 
ao =a-t (9-30) 
to=t-a (9-31) 
当 a >it 时， 在 特征 线 1 上 U:! 值 相等 ， 推 出: 
U* (a,t) = (40,0) = p* (a0) 


-22-0(m), 2 =0m) 
Om Tm 3% 
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当 au < 时， 在 特征 线 2 上 U:! 值 相等 推出: 
全 

_ (2=-6(m)) ”ro (2 一 (mm))” ro] 

= (my Ze ) = 1 — OCm) ve 9) (9-33) 
当 m=1 时 ,推导 公式 如 前 ; 
若 m>1, 设 4 为 第 mm 个 周期 内 的 时 间 ， 则 : 


当 a>w 时 ， 
U' (a,t) = U' (ao,(m-1) xT7’) (9-34) 
其 中 oo =a -i; 
当 a < 时 ， 
Uo) = (2= m0 (Th) (2=00m U0 CF-=6) (9-35) 
(2) 无 质粒 细胞 
a 
i =0 (9-36) 
初始 条 件 和 边界 条 件 分 别 为 
(a 0) 0 Sp La) (9-37) 
U” (0,1) = 0(m)U’* (T*,t) +2U (7T,t) = gq (1) (9-38) 


同 有 质粒 细胞 类 似 ， 式 (9-36) 的 特征 线 方程 为 a -1= 常 数 =c， 因 此 式 (9-36) 的 解 
的 形式 为 
i eV te =4) (9-39) 
如 图 9-4 所 示 ， 在 每 一 条 特征 线 上 的 e 值 都 是 相等 的 ， 其 上 的 U- 值 也 都 相同 。 


人 


O 加 1 


图 9-4 无 质粒 细胞 的 过 渡 态 细胞 增殖 平衡 方程 的 特征 线 
3: 特征 线 3; 4: 特征 线 4 


当 a >4 时 ， 在 特征 线 3 上 UU 值 相等 ,推出 : 
UV (wut)= pp (asy =0Q (9-40) 
当 a <1 时 ， 在 特征 线 4 上 UV- 值 相等 ， 推 出 : 
Uv Can ey (mh) 0 CP mY E20 (CT 0m) 


= 二 而 1 4 (9.41) 
类 似 有 质粒 细胞 ， 当 m =1 时 ,推导 公式 如 前 ; 
若 m>1, 设 4 为 第 m 个 周期 内 的 时 间 ， 则 . 
当 a > 时 ， 

Ca = Ue (9.42) 
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当 a < 时 ， 
UU (at) = 0m (T2220 (Tt) (9-43) 

其 中 =w-at (m-1) 7-。 

每 一 种 细胞 的 总 个 数 可 通过 对 所 有 菌 龄 的 细胞 数 进行 加 和 而 得 到 。 以 N* (1) 和 N (1) 
表示 时 刻 上 时 含 质粒 和 不 含 质粒 的 细胞 数 ， 含 质粒 数 细胞 的 比例 即 由 下 式 给 出 : 

N’* (1) 
Ni() FN (2) 
式 中 : B。(1) 为 了 时 刻 含 质粒 的 细胞 的 比例 。 

对 于 以 上 数学 模型 ， 如 果 想 维持 含 质粒 细胞 的 稳定 性 ， 应 满足 以 下 条 件 : 


limG(m) 0 (9-45) 


式 (9-34)、 式 (935)、 式 (9-42)、 式 (9-43) 、 式 (9-44) 将 质粒 的 不 稳定 性 与 相 
应 的 所 需要 的 培养 基质 的 调整 关联 起 来 ， 使 得 含 质 粒 的 细胞 可 以 和 不 含 质粒 的 细胞 进行 足够 
的 竞争 。 对 其 进行 关联 求解 ， 即 可 得 到 含 质粒 细胞 的 百分数 随 细胞 世代 数 的 变化 关系 。 

通过 这 种 平衡 增殖 逼近 的 方法 ， 质 粒 的 复制 调控 (以 复制 模型 表示 ) 、 质 粒 的 拷贝 数 特 
征 和 总 的 系统 操作 参数 (这 具有 很 重要 的 实际 意义 ) 明确 地 关联 了 起 来 。 

(3) 模型 的 实际 应 用 : 国内 学 者 在 研究 重组 大 肠 杆菌 VG1 ( pTU14) 的 质粒 稳定 性 时 ， 
在 无 产物 积累 条 件 下 ， 对 VG1 (pTU14) 在 LB 培养 基 中 进行 连续 传代 培养 ， 考 察 含 质粒 细 
胞 的 百分数 随 世 代数 的 变化 关系 ， 并 将 所 得 实验 结果 与 Seo - Bailey 的 模型 结果 相 比 较 ， 结 
果 发 现 ， 模型 结果 与 实验 结果 相去 甚 远 ( 如 图 9-5 所 示 ) 。 


Bolt) = (9-44) 


120 120 
100 -O000 Tu 
| @ J 
@ 
80 上 -1 80 
§ | J 
60 上 60 
江 ® | 
国 
三 40 上 40 
3 此 @ 实验 值 J 
20 | ~--- 模型 值 ,2K=10 20 
一 -一 模型 值 ,2K=20 
| | | | 由 上 | | 上 上 上 '@'@ 上 4 | 1 l | |! 0 
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 
世代 数 


图 9-5 实验 结果 与 Seo - Bailey 模型 结果 的 比较 


采用 修正 的 Seo - Bailey 模型 ， 且 KR 和 1， 以 及 N 和 N, 的 具体 数值 均 根 据 如 下 实验 结 
果 计 算 ( 表 92)。 
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表 9-2 无 聚 3 -羟基 丁 酸 酯 (PHB) 积累 条 件 下 VG1 (pTU14) 中 质粒 的 平均 拷贝 数 随 世代 数 的 变化 
细胞 世代 数 质粒 拷贝 数 
70 


56 


由 表 92 可 见 ， 当 在 不 同 世代 下 测定 VG1 (pTU14) 中 质粒 pTU14 的 拷贝 数 时 ， 发 现 其 
平均 拷贝 数 的 大 小 随 细胞 世代 数 的 增加 而 迅速 下 降 。 平 均 而 言 ， 细 胞 每 经 历 3 次 分 裂 ， 细 胞 
中 质粒 的 平均 拷贝 数 就 下 降 2 个 单位 ， 即 1 值 为 2/3 。 考 虑 到 质粒 pTU14 在 重组 细胞 内 主要 
以 二 聚 体 形态 存在 ， 这 就 意味 着 细胞 每 经 过 3 次 分 裂 ， 就 平均 丢失 一 个 二 聚 体 质粒 。 

以 前 20 世代 质粒 拷贝 数 平均 下 降 14 个 单位 的 规律 进行 逆 推 ,同时 注意 到 质粒 复制 的 下 
降 速 率 随 细 胞 世代 数 的 增加 而 变 绥 ， 即 可 得 到 初始 条 件 下 ， 即 0 世代 时 重组 细胞 中 的 平均 质 
粒 拷贝 N 为 80。 由 于 细胞 中 的 质粒 数 分 布 为 正 态 分 布 ， 因 此 N, 按照 统计 学 取 4o 人 处 的 单 细 
胞 中 的 质粒 数 ， 即 为 110; 及 则 按照 经 验 取 值 为 N 的 1/4， 即 为 20。 

将 本 模型 假设 和 各 参数 值 代入 式 (9-20) ~ 式 (9-22) ， 即 可 得 到 修正 条 件 下 VG1 (pTU14) 
的 cx 和 质粒 分 离 不 稳定 因子 9 值 ; 其中， 由 于 细胞 内 没有 PHB 产物 的 积累 ， 因 此 y 设 定 为 
0.5。 进 一 步 代 入 有 质粒 细胞 和 无 质粒 细胞 混合 生长 的 过 渡 态 方程 ， 可 得 到 含 质 粒 细胞 的 百 分 
含量 随 细胞 世代 数 的 变化 关系 曲线 。 将 该 模型 理论 值 与 实验 值 进行 对 比 ， 结 果 见 图 9-6。 


120 F 


100 


四 80 上 
之 
本 60 上 
也 
蛙 
蝴 40 上 
已 
e@ ”实验 值 
dl 模型 值 


1 1 1 1 1 > we 
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 
世代 数 


图 9-6 无 PHB 积累 条 件 下 理论 值 与 实验 值 的 拟 合 情 况 
由 图 9-6 可 见 ， 由 修正 后 的 数学 模型 拟 合 得 到 的 含 质粒 细胞 百分数 随 世 代数 的 变化 曲线 与 实 
验 结果 具有 完全 相同 的 变化 趋势 ， 说 明 该 模型 可 以 从 单 细 胞 水 平 上 良好 反映 宏观 的 实验 过 程 。 
9.2.5 解决 质粒 不 稳定 性 问题 的 策略 


含 质粒 重组 微生物 的 质粒 不 稳定 性 使 得 它 难 以 进行 连续 发 酵 ， 所 以 ， 工 程 菌 的 培养 通常 
采用 分 批 或 补 料 分 批 方式 。 但 是 ， 最 根本 的 解决 办 法 仍 应 从 基因 水 平 的 设计 与 调控 入 手 。 
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解决 质粒 不 稳定 性 问题 的 基本 策略 可 以 划分 为 细胞 /分 子 策略 及 生物 过 程 策略 两 大 类 。 
其 中 ， 细 胞 /分 子 策略 是 最 根本 的 解决 策略 ， 它 可 以 分 别 从 不 使 用 质粒 载体 、 不 产生 无 质粒 
细胞 、 质 粒 丢 失 细胞 的 致死 效应 以 及 控制 外 源 基因 的 过 度 表 达 等 几 个 方面 人 手 。 

1. 细胞 /分 子 策略 

(1) 不 使 用 质粒 载体 的 策略 : 将 外 源 基因 直接 整合 到 宿主 的 染色 体 上 进行 表达 ， 这 是 
从 根本 上 消除 质粒 不 稳定 性 的 分 子 策略 之 一 。 这 种 方法 受到 对 宿主 菌 基 因 背 景 的 了 解 程度 以 
及 外 源 基因 表达 拷贝 数 的 限制 。 

(2) 不 产生 无 质粒 细胞 的 策略 : 在 质粒 载体 中 引入 可 以 实现 质粒 在 子 代 细胞 中 的 主动 
分 配 或 配对 位 点 分 配 的 基因 (如 par4 和 cer) ， 就 可 以 保证 每 个 子 代 细胞 中 至 少 含 有 一 个 质 
粒 ， 从 而 从 根本 上 消除 空 载 细胞 的 出 现 。 

(3) 质粒 丢失 细胞 致死 策略 : 在 质粒 载体 中 引入 质粒 丢失 细胞 的 条 件 致死 基因 ， 可 以 
有 效 杀 死 质 粒 丢 失 的 空 载 细 胞 ， 从 而 保证 质粒 的 稳定 遗传 。 例 如 ,研究 人 员 对 质粒 RI1 中 的 
稳定 性 位 点 parB 的 组 成 进行 研究 ， 发 现 parB (hok-sok) 基因 产物 的 共同 作用 可 以 杀 死 parB 
基因 缺失 的 细胞 ， 从 而 长 时 间 地 保证 质粒 的 稳定 遗传 ; 将 parB 基因 引入 其 他 质粒 载体 ， 可 
以 实现 同样 的 目的 。 将 细胞 生长 和 DNA 复制 所 必需 的 大 肠 杆菌 DNA 单 链 结合 蛋白 ssb 基因 
克隆 到 表达 型 质粒 上 ， 构 成 对 无 重组 分 子 受 体 细胞 的 致死 效应 ， 也 是 一 种 较为 理想 的 策略 。 

根据 载体 所 携带 的 遗传 标记 ， 在 培养 基 中 添加 抗生素 、 利 用 宿主 菌 产生 的 菌 素 、 利 用 单 
营养 缺陷 或 双 营养 缺陷 菌株 以 及 哈 菌 体 的 溶 源 菌 株 等 都 是 该 方法 的 范畴 。 其 中 ， 在 重组 细胞 
培养 基 中 添加 氨基 酸 、 核 背 酸 和 抗生素 等 选择 压力 ， 能 有 效 抑制 丢失 重组 分 子 的 受 体 细 胞 生 
长 。 但 用 于 大 规模 生产 时 成 本 较 高 ， 而 且 抗生素 在 重组 蛋白 药物 生产 中 也 有 禁止 使 用 的 
趋势 。 

(4) 控制 外 源 基因 的 过 度 表 达 : 在 外 源 基 因 表 达 系 统 构建 过 程 中 引入 温度 敏感 型 或 其 
他 可 控 复 制 子 和 启动 子 ， 可 以 大 幅度 减少 由 于 重组 分 子 大 量 扩 增 及 目的 产物 过 量 表达 对 受 体 
细胞 正常 生理 代谢 造成 的 干扰 作用 ， 从 而 增加 质粒 遗传 的 稳定 性 。 其 中 ， 使 用 可 控 型 复制 子 
可 以 控制 质粒 的 定时 增殖 或 降低 质粒 的 拷贝 数 ;而 使 用 可 控 型 启动 子 则 可 以 控制 目的 基因 的 
定时 表达 及 表达 程度 ， 使 得 细胞 的 快速 生长 和 目的 基因 的 高 表达 解除 耦 联 ， 最 终 强 化 质粒 载 
体 的 遗传 稳定 性 。 

2. 生物 过 程 策 略 

(1) 优化 培养 条 件 : 许多 培养 参数 对 重组 细胞 的 稳定 性 具有 直接 或 间接 的 影响 ， 其 中 
以 细胞 比 生长 速率 最 为 显著 。 从 理论 上 来 讲 ， 任 何 能 降低 人 -和 ”比值 的 培养 条 件 均 有 利于 
重组 分 子 的 稳定 遗传 。 培 养 条 件 一 般 包括 培养 基 组 分 、 培 养 温 度 、pH 和 溶 氧 浓度 等 几 个 方 
面 。 通 常情 况 下 ， 营 养 限制 、pH 、 温 度 和 溶 氧 等 参数 对 质粒 稳定 性 都 有 比较 大 的 影响 ， 其 
中 ， 较 低 的 培养 温度 更 有 利于 重组 质粒 的 稳定 。 还 可 以 采用 两 步 发 酵 或 不 同 稀释 率 、 不 同 基 
质 浓度 之 间 的 循环 来 抑制 P- 细胞 的 生长 优势 。 

(2) 优化 培养 方式 : 微生物 的 培养 方式 包括 分 批 培养 、 补 料 分 批 培养 ( 半 连 续 培 养 ) 、 
连续 培养 、 固 定 化 培养 以 及 透析 培养 或 其 他 分 离 耦合 培养 等 。 通 过 间 鞭 改变 培养 方式 ， 可 以 
改变 培养 条 件 和 细胞 的 比 生长 速率 。 由 于 含 质 粒 基 因 工 程 菌 的 质粒 不 稳定 性 ， 连 续 培 养 比较 
困难 。 为 了 解决 这 一 问题 ， 人 们 将 工程 菌 的 生长 阶段 和 基因 表达 阶段 分 开 ， 进 行 两 阶段 连续 
培养 。 在 这 样 的 系统 中 关键 的 控制 参数 是 诱导 水 平 、 稀 释 率 和 细胞 比 生长 速率 。 透 析 培 养 技 
术 是 利用 膜 的 半 透 性 原理 使 培养 物 和 培养 基 分 离 ， 其 主要 目的 是 通过 去 除 培养 液 中 的 代谢 产 
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物 来 解除 其 对 生产 菌 的 不 利 影响 。 利 用 选择 性 絮凝 或 双 液 相 系统 分 离 P 细胞， 也 可 以 增强 
工程 菌 的 稳定 性 。 研 究 表明 ， 重 组 细胞 的 固定 化 培养 技术 也 可 以 大 大 提高 质粒 的 稳定 性 和 克 
隆基 因 产 物 的 表达 水 平 。 


9.3 ”重组 蛋白 的 高 表达 


9. 3. 1 异 源 蛋 白 在 重组 微生物 中 高 表达 的 基本 策略 


外 源 基 因 在 重组 微生物 中 表达 时 ， 其 表达 水 平 受 到 基因 序列 特征 (密码 子 和 GC 含量 
等 ) 、 基 因 剂 量 、 基 因 复 制 、 转 录 和 翻译 效率 及 其 调控 因子 、mRNA 的 稳定 性 以 及 宿主 细胞 
和 载体 的 特性 等 多 种 因素 的 影响 。 同 时 ， 外 源 基因 的 表达 水 平 也 和 重组 微生物 培养 的 外 部 环 
境 条 件 密切 相关 。 因 此 ， 优 选 的 基因 表达 策略 和 优化 的 外 部 培养 条 件 是 决定 异 源 蛋白 在 重组 
微生物 中 高 表达 的 两 个 重要 方面 。 这 里 的 重组 微生物 包括 细菌 、 放 线 菌 、 酵 母 菌 、 霉 菌 等 各 
种 重要 的 工业 微生物 。 

异 源 蛋 白 在 重组 微生物 中 表达 时 ， 优 选 的 基因 表达 策略 通常 要 考虑 如 下 基本 要 素 。 

1. 确定 理想 的 受 体 细胞 ” 它 应 具备 如 下 基本 特征 : 具有 比较 清晰 的 基因 遗传 背景 ， 具 
有 基因 工程 安全 性 ， 生 长 较为 迅速 ， 培 养 成 本 较为 低廉 等 。 表 9-3 总 结 了 大 肠 杆菌 、 枯 草 芽孢 
杆菌 和 酿酒 酵母 这 3 种 典型 的 革 兰 阴性 、 革 兰 阳 性 细菌 和 酵母 菌 模 式 受 体 细 胞 的 优 、 缺 点 。 

表 9-3 3 种 典型 基因 工程 受 体 细胞 的 优 缺 点 

典型 受 体 细胞 优点 
安全 的 基因 工程 受 体 细胞 ; 
分 子 遗 传 学 背景 清楚 ; 
基因 克隆 表达 系统 成 熟 


繁殖 迅速 、 培 养 工 艺 简 单 、 
异 源 和 蛋白 表 达 效 率 高 。 


缺乏 对 真 核 生物 蛋白 质 的 糖 基 化 修饰 及 翻译 
后 加 工 系 统 ， 真 核 异 源 和 蛋白 不 能 有 效 折 芋 ; 
内 源 性 蛋白 酶 对 异 源 蛋白 的 降解 效应 ; 
细胞 周 质 内 含有 种 类 繁多 的 内 毒素 。 


革 兰 阴性 菌 : 
大 肠 杆菌 


安全 的 基因 工程 受 体 细胞 ; 
分 子 遗传 学 背景 清楚 ; 
基因 克隆 表达 系统 成 熟 
完善 ; 

异 源 蛋白 易于 实现 分 泌 
表达 ; 

大 规模 培养 工艺 成 熟 。 


缺乏 对 真 核 生 物 蛋 白质 的 糖 基 化 修饰 及 翻译 
后 加 工 系 统 ， 真 核 异 源 蛋 白 不 能 有 效 折 对 ; 
大 量 的 胞 内 胞 外 和 蛋白酶 ; 

异 源 蛋 白 的 表达 效率 较 低 。 


革 兰 阳性 菌 : 
枯草 芽孢 杆菌 


安全 的 基因 工程 受 体 细胞 ; 
分 子 遗 传 学 背景 清楚 ; 
酵母 菌 : 具有 较 完 善 的 糖 基 化 系统 异 源 蛋 白 表 达 效 率 一 般 较 低 ; 
酿酒 酵母 和 蛋白质 翻 译 后 加 工 能 力 ; 培养 周期 较 长 。 

表达 蛋白 容易 分 沁 ; 
大 规模 发 酵 成 本 低廉 。 


如 表 9-3 所 述 ， 在 选择 受 体 细胞 时 ， 要 根据 目的 外 源 蛋 白 的 来 源 和 特征 ， 综 合 考虑 受 体 
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细胞 的 优 、 缺 点 ， 确 定 受 体 细胞 的 选择 方案 。 来 自 真 核 生 物 的 异 源 和 蛋白 ， 通 常 选择 酵母 菌 表 
达 体系 ， 或 者 采用 大 肠 杆 菌 表达 包涵 体 再 复 性 的 策略 。 来 自 微生物 的 工业 酶 的 表达 ， 通 常 选 
择 大 肠 杆菌 或 枯草 芽孢 杆菌 等 典型 的 革 兰 阴性 或 阳性 重组 表达 受 体 。 

宿主 细胞 的 选择 还 应 该 根据 具体 的 表达 目的 进行 具体 分 析 。 有 些 情况 下 ， 基 因 遗 传 信息 
尚 不 完全 清楚 的 野生 宿主 具有 良好 的 生产 特性 ， 也 往往 成 为 基因 工程 操作 的 优选 对 象 。 

另外 ， 为 了 解决 受 体 细 胞 内 的 蛋白 酶 对 外 源 蛋 白 的 降解 问题 ， 可 以 选用 专门 构建 的 蛋白 
酶 缺陷 型 受 体 细胞 (如 /on - ) ， 以 高 效 表 达 各 种 不 稳定 的 重组 异 源 蛋 白 。 另 外 ， 乙 酸 的 大 量 
积累 会 严重 抑制 菌 体 生 长 和 目的 基因 的 表达 ， 因 此 ， 有 研究 人 员 专 门 构建 了 乙酸 合成 阻 断 型 
菌株 ， 以 减少 或 消除 乙酸 的 产生 。 再 有 ， 为 了 促进 宿主 细胞 在 贫 氧 条 件 下 的 生长 特性 以 及 目 
的 产物 的 生产 ， 还 可 以 将 透明 颤 菌 血红 蛋白 (VHb) 基因 等 插入 到 宿主 菌 的 染色 体 ， 构 建 
具有 良好 生长 特性 的 受 体 细胞 。 

2. 确定 理想 的 基因 “一 个 优选 的 异 源 蛋白 表达 策略 ， 针 对 不 同 的 受 体 细胞 ， 还 必须 考 
虑 基因 本 身 的 来 源 特 征 。 首 先 ， 编 码 合成 的 蛋白 酶 具有 高 活性 的 外 源 基因 ， 是 克隆 表达 的 首 
选 。 其 次 ， 针 对 不 同 的 受 体 细胞 ， 外 源 基 因 在 该 宿主 中 表达 时 的 稀有 密码 子 数量 不 能 太 多 。 
另外 ， 基 因 的 GC 含量 过 高 ， 也 经 常会 影响 最 终 的 表达 效果 。 随 着 分 子 生物 学 技术 的 发 展 ， 
根据 外 源 蛋 白 的 氨基 酸 序列 和 不 同 宿主 的 密码 子 偏爱 性 ， 对 外 源 基因 进行 从 头 设计 与 基因 合 
成 ， 消 除 或 减少 基因 中 的 稀有 密码 子 、 降 低 GC 含量 等 基因 工程 手段 已 经 日 益 成 熟 。 

3. 确定 理想 的 表达 载体 ”外 源 基因 的 表达 主要 依赖 于 基因 的 复制 、 转 录 和 翻译 过 程 。 
在 确定 理想 的 受 体 细胞 和 外 源 基因 之 后 ， 表 达 载 体 的 选择 、 设 计 与 重组 构建 是 外 源 基 因 高 效 
表达 的 关键 。 理 想 的 表达 载体 ， 应 考虑 如 下 几 个 方面 的 要 素 。 

1) 异 源 蛋白 的 表达 方式 : 表达 载体 的 设计 首先 要 确定 异 源 蛋 白 的 表达 方式 ， 是 细胞 内 
表达 ， 还 是 分 泌 到 细胞 外 表达 ; 是 可 溶 的 活性 表达 ， 还 是 包涵 体型 失 活 表达 等 。 不 同 的 表达 
方式 ， 对 应 于 不 同 的 宿主 体系 、 不 同 特征 的 质粒 载体 和 基因 重组 方案 ， 以 及 不 同 的 分 析 鉴 定 
方法 。 比 如 ， 分 泌 型 表达 通常 选用 革 兰 阳性 宿主 或 酵母 菌 宿主 ， 并 需 额 外 重点 考虑 信号 肽 问 
题 和 异 源 蛋 白 的 稳定 性 等 问题 ; 包涵 体型 表达 则 一 般 用 于 某 些 高 附加 值 药 用 高 等 动物 蛋白 在 
微生物 中 的 重组 表达 ， 着 重 考虑 表达 量 ， 而 不 需要 考虑 蛋白 质 表 达 时 的 可 溶性 和 活性 等 。 一 
般 而 言 ， 异 源 和 蛋白 在 原核 细胞 中 的 胞 内 可 溶 型 活性 表达 是 蛋白 酶 等 工业 生物 催化 剂 的 主要 表 
达 方 式 ， 也 是 本 章 介绍 的 重点 内 容 。 

2) 外 源 基 因 的 复制 调控 一 一 提高 外 源 基 因 的 剂量 : 从 基因 复制 的 角度 考虑 ， 外 源 基因 
的 高 表达 策略 首先 应 该 确定 基因 的 表达 剂量 。 对 于 质粒 上 的 外 源 基因 ， 基 因 剂 量 主 要 决定 于 
质粒 的 拷贝 数 以 及 质粒 的 结构 和 分 离 稳定 性 。 质 粒 拷贝 数 是 质粒 载体 的 一 个 基本 特征 ， 通 常 

高 ( 数 百 个 拷贝 )、 中 ( 数 十 个 拷贝 )、 低 〈 数 个 拷贝 ) 3 种 类 型 。 也 有 将 具有 高 、 中 
拷贝 数 的 质粒 称 为 松弛 型 质粒 ， 而 低 找 贝 质粒 则 称 为 严谨 型 质粒 。 

生长 旺盛 的 大 肠 杆菌 细胞 的 核糖 体 单位 的 数量 ( 约 2 万 个 ) 远 远大 于 mRNA 分 子 的 数 
量 ( 约 1500 个 )。 因 此 ,外 源 基因 的 剂量 越 高 ， 转 录 效 率 越 高 ， 越 可 能 实现 外 源 基因 的 高 
效 表达 。 人 然而， 由 于 质粒 拷贝 数 的 扩 增 通常 发 生 在 细胞 的 对 数 生 长 期 , 因此， 质粒 分 子 的 过 
度 扩 增 和 外 源 基 因 的 过 度 表达 必 将 影响 受 体 细胞 的 正常 生长 与 代谢 ， 反 过 来 导致 外 源 基 因 表 
达 水 平 的 下 降 。 综 合 考虑 这 两 方面 的 影响 因素 ， 外 源 基因 的 高 表达 需要 选择 具有 合适 拷贝 数 
的 载体 。 在 某 些 情况 下 ， 将 外 源 基因 插入 受 体 细胞 的 染色 体 ， 也 是 很 好 的 基因 重组 策略 。 

录 过 程 : 从 基因 转录 的 角度 考虑 ， 外 源 基因 
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的 高 表达 应 重点 考虑 基因 的 启动 子 和 终止 子 。 

(1) 启动 子 的 选择 : 对 于 异 源 蛋白 的 胞 内 可 溶 、 活 性 表达 ， 启 动 子 的 种 类 和 强度 是 最 重 
要 的 影响 因素 之 一 。 启 动 子 是 位 于 基因 5' 末 端 上 游 ， 并 能 与 RNA 聚合 酶 (RNAP) 结合 形 
成 转录 起 始 复合 物 的 DNA 区 域 ， 长 度 从 20 到 200bp 不 等 ， 甚 至 更 长 。 通 常 与 调节 蛋白 结合 
的 位 点 也 包括 在 启动 子 中 。 在 描述 碱 基 的 位 置 时 ， 一 般 将 开始 合成 mRNA 的 第 一 个 核 背 酸 
定 为 转录 起 点 ， 用 数字 表示 为 +1， 启 动 子 区 域 的 上 游 方向 依次 为 -1、-2、-3…… 启 动 子 
的 强度 受 其 -10 区 和 -35 区 的 特征 序列 及 其 间隔 序列 的 影响 。 近 年 来 ， 专 门 针对 启动 子 的 
上 述 区 域 进行 大 规模 突变 研究 的 “启动 子 工 程 ” ( promoter engineering) 受到 很 多 研究 学 者 
的 重视 。 

启动 子 按 种 类 划分 ， 通常 分 为 组 成 型 (constitutive) 和 诱导 型 (inducible) 这 两 种 基本 
形式 (也 有 学 者 划分 为 组 成 型 和 调节 型 ， 其 中 调节 型 包括 诱导 型 和 抑制 型 )。 组 成 型 指 细 胞 
在 生长 过 程 中 不 断 合 成 mRNA， 外 源 基 因 的 表达 与 细胞 生长 同步 。 组 成 型 表达 通常 选用 相对 
较 弱 的 启动 子 ， 一般 用 于 表达 产物 对 细胞 生长 影响 不 大 的 情况 。 诱 导 型 指 基 因 的 操纵 子 通 常 
与 某 种 抑制 物 结合 ， 只 有 当 某 种 外 部 因素 加 入 解除 抑制 后 ， 基 因 的 转录 过 程 才能 正常 开始 ， 
即 基 因 的 表达 受到 某 种 外 部 因素 的 诱导 调控 。 由 于 诱导 型 启动 子 可 以 避免 外 源 蛋 白 的 快速 高 
效 表 达 对 细胞 生长 造成 的 影响 ， 因 此 启动 子 的 强度 通常 较 强 ， 在 外 源 基因 的 重组 表达 过 程 中 
具有 广泛 的 应 用 。 

常用 的 大 肠 杆 菌 诱导 型 启动 子 如 表 9-4 所 示 。 

表 9-4 几 种 典型 大 肠 杆 菌 诱 导 型 启动 子 
启动 子 名 称 来 源 -35 序列 | - 10 序列 | 转录 相对 活性 诱导 方式 

lac/lacUV5 gy 她 TITACA | TATAAT 添加 IPTG "或 乳糖 ， 热 诱导 
Ip a TIGACA | TTAACT op 3- 叫 唆 丙 类 


trp-lac 杂 合 启 
动 子 
和 噬菌体 TGACTA | GATAAT 热 诱 导 


TIGACA | TATAAT 添加 IPTG 或 乳糖 ， 热 诱导 


T7 RNAP 比 
T7 吹 菌 体 TAATACGACTCACTATA| E. coli RNAP 快 | 添加 IPTCG 或 乳糖 
5 售 


* IPTC: 异 两 基 -B-D- 硫 代 半 乳糖 昔 


(2) 终止 子 的 选择 : 外 源 基 因 在 强 启动 子 的 控制 下 容易 产生 转录 过 度 现象 ， 从 而 降低 
转录 速度 ， 影 响 mRNA 的 翻译 。 因 此 ， 在 将 外 源 基因 插入 表达 载体 时 ， 需 要 在 基因 下 游 安 
装 较 强 的 转录 终止 子 。 该 终止 子 可 以 是 外 源 基因 的 天 然 转录 终止 子 ， 也 可 以 是 载体 上 携带 的 
强 终止 子 ， 如 来 自 大 肠 杆 菌 rRNA 操纵 子 的 rmT1T2 。 

4) 外 源 基 因 的 翻译 调控 一 一 强化 基因 的 翻译 水 平 : 转录 产生 的 mRNA 要 与 核糖 体 结合 
之 后 才能 翻译 产生 和 蛋白质。 从 翻译 的 角度 考虑 ， 外 源 基因 5' 端 与 核糖 体 结合 位 点 (ribosome 
binding site，RBS) 的 序列 强烈 地 影响 翻译 起 始 的 效率 。RBS 主要 指 位 于 翻译 起 始 密码 子 上 
游 的 5 ~8 个 碱 基 (Shine Dalgarno，SD) 序列 、SD 序列 与 起 始 密码 子 之 间 的 距离 以 及 起 始 
密码 子 和 终止 密码 子 本 身 的 序列 。 
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其 中 ， 由 于 核糖 体 16S rRNA 的 3' 端 序列 为 3…UCCUCC…5'， 因 此 ,具有 UAAGGAGG 
或 AAGGA 等 碱 基 的 SD 序列 可 以 与 16S rRNA 序列 完全 互补 ， 具有 最 好 的 翻译 效率 。SD 序 
列 与 起 始 密码 子 AUG 之 间 的 距离 通常 为 5 ~ 13bp， 最 优 距离 为 7 ~ 8bp。 在 大 肠 杆 菌 中 ,起 
始 密码 子 AUG 的 翻译 效率 远 远 高 于 GUG 和 UUG。 与 此 类 似 , 终止 密码 子 的 序列 也 对 翻译 效 
率 具有 显著 的 影响 。 人 研究 表明 ，UAAU 是 大 肠 杆菌 中 效率 最 高 的 终止 密码 子 ， 而 UGA 和 
UAG 的 终止 效率 则 远 远 低 于 UAAU。 

5) 融合 表达 策略 一 一 强化 外 源 蛋 白 的 活性 与 稳定 性 以 及 简化 蛋白 的 回收 与 纯化 : 为 了 
进一步 提高 外 源 蛋 白 在 受 体 细胞 中 的 表达 活性 或 稳定 性 ， 还 可 将 外 源 基 因 与 受 体 菌 自身 的 蛋 
白质 编码 基因 ， 或 男 一 个 外 源 基因 ， 或 一 段 标签 基因 拼接 在 一 起 ， 并 作为 一 个 开放 型 阅读 框 
架 进行 表达 。 由 这 种 杂 合 基因 表达 的 蛋白 质 称 为 融合 蛋白 。 在 这 种 融合 蛋白 结构 中 ， 通 常 引 
入 的 融合 基因 位 于 N 端 ， 异 源 蛋 白 位 于 C 端 ， 当 然 有 时 异 源 蛋白 也 位 于 N 端 。 由 于 受 体 蛋 
白 的 存在 ， 融 合 蛋 白 往往 能 在 胞 内 形成 良好 的 空间 构象 ， 且 大 多 具有 水 溶性 ， 其 稳定 性 也 能 
获得 较 大 提高 ， 尤 其 是 对 分 子 质量 较 小 的 多 肽 效果 更 佳 。 能 够 促进 异 源 蛋白 的 可 溶性 表达 、 
提高 表达 活性 或 稳定 性 的 常用 融合 蛋白 包括 谷 胱 甘 肽 转移 酶 (GST) 、 麦 芽 糖 结合 蛋白 
(MBP) 、 硫 氧 还 原 蛋 白 (TrxA) 、 泛 素 蛋白 (Ubi) 等 。 外 膜 蛋白 (OmpF) 的 融合 表达 可 以 
促进 异 源 蛋白 的 分 沁 。 透 明 颤 菌 血红 蛋白 的 融合 表达 可 以 提高 目的 蛋白 的 活性 和 稳定 性 。 

此 外 ， 利 用 受 体 和 蛋白 成 熟 的 抗体 、 配 体 、 底 物 等 进行 亲 和 层 析 ， 融 合 表 达 的 异 源 和 蛋白 还 
可 以 快速 实现 分 离 纯化 。 具 有 这 种 功能 的 融合 蛋白 或 多 肽 包括 B- 半 乳糖 背 酶 (LacZ) 、 
Poly-Ser/Poly-His 等 标签 序列 (Ser-tag，His-Tag) 以 及 金黄 色 葡 萄 球菌 蛋白 A (SAPA) 等 。 
绿色 荧光 蛋白 (GFP) 与 异 源 蛋白 的 融合 表达 则 可 以 实现 高 通 量 的 检测 和 筛选 。 通 过 在 
DNA 水 平 上 人 工 设计 引入 和 蛋白酶 切割 位 点 或 化 学 试剂 特异 性 断裂 位 点 ， 就 可 以 在 体外 从 纯 
化 的 融合 蛋白 分 子 中 释放 回收 异 源 蛋 白 。 

6) 理想 的 表达 载体 还 需要 考虑 的 其 他 问题 : 对 于 理想 的 表达 载体 ， 还 应 该 具有 合适 的 
多 克隆 位 点 ， 便 于 目的 基因 的 插入 。 合 适 的 筛选 标记 也 不 可 或 缺 ， 以 便于 目的 重组 子 的 高 效 
筛选 ， 通 常 采用 耐 药性 标记 ， 如 氮 葵 青霉素 抗 性 (Amp") 、 卡 那 霉 素 抗 性 ( Kan') 、 氧 霉 素 
抗 性 〈Cm) 、 四 环 素 抗 性 ( tet") 等 。 近 年 来 ， 绿 色 荧 光 和 蛋白 (GFP) 标签 的 应 用 也 越 来 越 
广泛 。 


9.3.2 异 源 蛋 白 在 酵母 中 的 重组 表达 


酵母 是 最 简单 的 真 核 细胞 。 采 用 酵母 作为 受 体 细胞 ， 可 以 对 目的 蛋白 进行 糖 基 化 修饰 和 
其 他 翻译 后 修饰 ， 并 对 目的 蛋白 进行 分 泌 表 达 ， 易于 实现 分 离 纯 化 ， 因 此 非常 适用 于 医用 真 
核 生物 蛋白 的 表达 。 鉴 于 酵母 细胞 的 重要 性 ， 本 节 专 门 对 异 源 和 蛋白 在 醇 母 中 的 重组 表达 要 点 
进行 了 叙述 。 
酵母 的 基因 工程 操作 与 原核 细胞 类 似 ， 可 利用 不 同 的 载体 来 完成 。 酵 母 表达 载体 的 特征 
与 原核 生物 载体 相似 : 携带 真 核 生物 启动 子 序 列 ; 具有 真 核 生物 转录 和 终止 信号 ; 携带 真 核 
生物 筛选 标记 ,转录 mRNA 的 多 聚 腺 苷 酸 序 列 等 。 然 而 ， 从 技术 上 说 ， 真 核 生 物 细胞 重组 
DNA 比 原核 细胞 困难 ， 因 此 ， 酵 母 细 胞 内 基因 的 克隆 表达 也 具有 一 些 特征 。 目 前 已 经 研究 
出 多 种 酵母 细胞 内 基因 的 克隆 表达 方法 ， 常 用 的 有 穿梭 质粒 法 、 大 肠 杆菌 突变 互补 法 等 。 
穿梭 质粒 (shuttle vector) 指 质粒 载体 上 含有 在 某 种 细菌 和 酵母 中 起 作用 的 选择 性 标记 
和 DNA 复制 起 点 。 应 用 穿梭 质粒 ， 基 因 的 克隆 重组 操作 可 以 非常 方便 地 在 细菌 中 进行 ， 构 
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建 好 的 质粒 载体 再 转 入 酵母 细胞 中 进行 表达 。 重 组 DNA 技术 在 酵母 上 的 第 一 个 突破 就 是 既 
能 在 大 肠 杆菌 中 复制 ， 又 能 在 酵母 中 复制 的 穿梭 质粒 的 成 功 构建 。 

酵母 基因 工程 的 另 一 个 重要 突破 就 是 在 酵母 中 发 挥 作 用 的 遗传 标记 的 获得 。 原 核 细胞 中 
常 选用 各 种 耐 药 性 标记 来 进行 基因 的 克隆 重组 ， 而 在 酵母 细胞 体系 ， 则 发 展 了 一 系列 营养 缺 
陷 型 互补 筛选 方案 ， 可 以 通过 一 些 氨基 酸 (如 组 氨 酸 、 亮 氮 酸 ) 或 核 苷 酸 的 添加 来 筛选 突 
变 体 。 

由 于 酵母 菌 的 基因 组 相对 较 小 ， 对 其 进行 同 源 重 组 操作 实现 外 源 基 因 的 定向 插入 也 非常 
简单 。 这 样 经 过 进化 的 基因 突变 就 可 以 准确 地 整合 到 酵母 的 基因 组 中 ， 并 稳定 地 遗传 给 子 代 
细胞 。 

最 常见 的 酵母 受 体 细胞 包括 酿酒 酵母 表达 系统 以 及 巴 斯 德 毕 赤 酵 母 表 达 系 统 等 。 用 于 酿 
酒 酵母 的 表达 载体 主要 有 3 种 : 游离 或 质粒 型 载体 YEp， 整 合 型 载体 YIp ， 酵 母 人 工 染色 体 
YAC。 其 中 ,游离 型 载体 被 广泛 应 用 于 异 源 蛋 白 的 胞 内 和 胞 外 表达 。 


9.4 利用 重组 微生物 生产 细胞 代谢 产物 


9.4.1 重组 微生物 生产 细胞 代谢 产物 的 形式 


重组 微生物 不 仅 应 用 于 重组 蛋白 ( 酶 ) 的 大 规模 表达 与 合成 ， 还 广泛 应 用 于 各 种 目的 
代谢 产物 的 大 量 合成 与 生产 。 目 的 代谢 产物 既 可 以 是 胞 内 产物 ， 也 可 以 分 泌 到 胞 外 ; 既 可 以 
与 细胞 的 生长 耦合 ， 也 可 以 与 细胞 的 生长 不 直接 相关 ; 既 可 能 对 细胞 的 生理 形态 和 功能 具有 
抑制 和 毒害 作用 ， 也 可 能 仅 消 耗 少量 的 营养 、 前 体 与 能 量 ， 从 而 没有 显著 的 影响 。 与 传统 的 
“化 工厂 ”一 样 ,，“ 细 胞 工厂 ”应 用 多 种 多 样 的 代谢 途径 ， 可 以 生产 各 式 各 样 的 代谢 产品 。 

从 目的 代谢 产物 合成 的 技术 路 线 来 看 ， 重 组 微生物 大 量 合成 目的 产物 ， 一 方面 可 以 通过 
重组 载体 (通常 是 质粒 ) 表达 目的 产物 基因 、 代 谢 途 径 基因 或 调控 基因 ， 另 一 方面 ， 则 是 
对 宿主 细胞 本 身 进行 改造 ， 拓 展 或 阻 断 某 些 代谢 途径 ， 强 化 或 弱化 某 些 调控 基因 ， 从 而 实现 
大 量 合成 终 产物 的 根本 目的 。 

结合 一 些 实际 的 研究 、 设 计 与 生产 实例 ， 对 重组 微生物 合成 各 种 目的 代谢 产物 的 思路 、 
方法 、 应 用 与 问题 等 分 别 进行 介绍 。 


9.4.2 利用 重组 大 肠 杆菌 生产 可 生物 降解 材料 


聚 3- 羟 基 烷 酸 酯 (poly-3-hydroxyalkanoate, PHA) 是 一 类 具有 生物 相 容 性 、 光 学 活性 、 
热塑性 和 完全 生物 降解 性 等 特性 的 生物 高 分 子 ， 能 被 自然 界 存在 的 微生物 如 细菌 、 霉 菌 
(真菌 ) 和 藻类 作用 而 降解 ， 具有 巨大 的 应 用 前 景 。 

目前 ， 大 约 有 150 种 不 同 的 PHA 单 聚 物 或 共聚 物 被 鉴定 。 其 中 ， 由 含有 小 于 或 等 于 6 
个 碳 原子 的 单 体 组 成 的 中 短 链 PHA 因为 具有 和 商用 塑料 相似 的 理化 性 质 而 被 研究 得 最 多 。 
不 同 于 最 普遍 存在 且 被 研究 得 最 深入 的 聚 3- 羟 基 丁 酸 酯 (PHB) ， 一 些 由 3- 羟基 丁 酸 
(3HB) 和 其 他 单 体 如 3- 羟基 丙 酸 (3HP) 、3- 羟 基 戊 酸 (3HV)、3- 羟 基 己 酸 (3HHx) 等 共 
聚 得 到 的 共聚 物 在 柔软 性 等 方面 有 很 大 改善 ， 极 大 拓宽 了 PHA 的 可 应 用 领域 。 

要 得 到 PHA 共聚 物 ， 现 在 最 常 抑 的 做 法 是 使 用 混合 碳 源 进行 微生物 发 酵 。 混 合 碳 源 一 
般 由 葡萄 糖 等 糖 类 及 3HB 以 外 的 单 体 的 前 体 物质 ， 如 3HP 的 前 体 一 一 丙 酸 、3HV 的 前 
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体 一 一 戊 酸 、3HHx 的 前 体 一 一 己 酸 等 构成 。 而 由 于 这 些 前 体 物质 对 细胞 的 毒害 作用 及 相对 
于 糖 类 的 价格 过 高 问题 ， 使 得 通过 混合 碳 源 生产 PHA 共聚 物 的 工艺 遇 到 困难 ， 阻 碍 了 PHA 
共聚 物 的 实用 化 。 寻 找 或 构建 能 够 直接 利用 单一 廉价 碳 源 如 葡萄 糖 生产 PHA 共聚 物 的 菌株 
就 变 得 很 有 必要 。 如 图 9-7 所 示 ，PHA 生产 菌 从 胞 外 摄取 碳 源 ， 利 用 碳 源 在 体内 通过 自身 或 
者 外 源 的 单 体 供给 途径 合成 各 种 羟基 酯 酰 辅酶 A， 然 后 通过 PHA 合成 途径 合成 PHA。 单 体 
供给 途径 及 PHA 合成 途径 可 以 是 菌 体 本 身 存 在 的 或 者 由 外 源 引入 。 寻 找 本 身 存在 这 些 代谢 
途径 的 微生物 是 一 种 办 法 ， 而 在 微生物 中 构建 外 源 的 代谢 途径 则 是 另外 一 种 选择 。 
单一 碳 源 


单 体 供给 途 铭 。 H、 ZpOH 1 
单一 碳 源 ~R—C—CH:-C—CoA 
羟基 酯 酰 辅 酶 A 


. Be 
; +*( ) 一 -aa 


径 
染色 体 DNA 质粒 DNA RA 如 


图 9-7 利用 微生物 由 单一 碳 源 合成 PHA 示意 图 


一 些 研 究 者 就 通过 在 PHA 生产 菌 中 构建 异种 菌 的 单 体 供给 代谢 途径 ， 从 而 使 其 能 够 利 
用 单一 的 碳 源 ， 不 添加 前 体 物质 得 到 共聚 物 。 到 目前 为 止 ， 在 Poly(3-hydroxybutyrat e-co-3- 
hydroxypropionate)(P(3HB-co-3HP) ) 的 生产 中 ,需要 在 培养 基 中 添加 3- 羟基 丙 酸 或 者 其 他 
相关 的 化 合 物 作为 3HP 单 体 的 前 体 物质 。 因 此 ， 人 研究 者 通过 修饰 R. eutropha 这 株 PHB 生产 
菌 的 代谢 途径 ， 在 细胞 内 表达 外 源 基 因 ， 合 成 能 替代 外 加 前 体 物 质 作 用 的 3HP-CoA， 再 通过 
PHA 合成 途径 得 到 P (3HB-co-3HP) 共聚 物 。 将 来 源 于 C. aurantiacus 的 Mer ( 丙 二 酰 辅酶 A 
还 原 酶 基因 ) 和 4cs (3- 羟 基 丙 酰 辅酶 A 合成 酶 基因 ) 在 R. eutropha 中 表达 ， 成 功 构 建 了 由 
乙酰 辅酶 A 起 始 的 3HP-CoA 单 体 供 给 途径 ， 再 通过 菌 体 自身 的 PHA 合成 途径 ， 最 终 由 单一 
碳 源 得 到 P (3HB-co-3HP) 共聚 物 (图 9-8)。 如 图 9-8 所 示 , 不 仅 可 以 在 PHA 生产 菌 中 引 
入 单 体 合成 途径 ， 也 可 以 在 本 身 不 含有 PHA 合成 途径 的 菌 (如 大 上 肠 杆菌 ) 中 通过 表达 外 源 
的 PHA 操纵 子 ,构建 外 源 的 PHA 合成 途径 ,与 外 源 的 单 体 合成 途径 一 起 完成 PHA 共聚 物 
的 生物 合成 。 

PHB 是 PHA 中 研究 得 最 为 透彻 的 一 种 。 由 于 其 同时 具有 可 完全 生物 降解 性 、 生 物 相 容 
性 、 抗 凝血 性 、 压 电 性 及 光学 活性 等 ， 在 材料 领域 和 医药 领域 受到 科研 工作 者 的 广泛 重视 。 
然而 , 产 PHB 的 野生 菌株 培养 基 的 组 成 复杂 、 原 料 昂贵 ， 在 好 氧 发 酵 过 程 中 ， 需 要 强化 通 
气 或 搅拌 ， 造 成 高 能 耗 ， 而 通 富 氧 的 成 本 更 加 可 观 ， 另外 ，PHB 产品 的 回收 成 本 高 。 由 于 
PHB 颗粒 是 胞 内 产物 ， 要 利用 PHB， 首 先 必须 将 它 从 细胞 内 分 离 提 取出 来 。 根 据 对 细胞 结 
构 的 分 析 可 知 ， 细 胞 破碎 的 主要 阻力 来 自 于 细胞 壁 致密 的 肽 聚 糖 结构 。PHB 生产 中 所 面临 
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下 
三 羧 酸 i 
循环 乙酰 辅酶 A ~ 丙 酰 辅酶 A 
乙酰 CoA 2NADPH~| 车 三 
CoA-SH “| EbbA 2NADP+ 
乙酰 乙酰 辅酶 A 3- 羧 基 两 酸 
AD | PhbB As 页 本 
NADP+ CoA-SH 
C4 | 3- 羟 基 丁 酸 辅酶 A 3- 羟 基 丙 酸 辅 酶 A | Cs 
PhbC 
P(3HB-co-3HP) 


9-8 在 尺 eutropha 中 由 单一 碳 源 合 成 P (3HB-co-3HP) 共聚 物 的 人 工 代谢 途径 
Acc, 乙酰 CoA 羧 化 酶 ; Acs, 3- 羟 基 丙 酸 辅酶 A 合成 酶 ， 来 源 于 C. aurantiacus; PhbA ,，B- 酮 破解 酶 ; PhbB, NAD- 
PH 依赖 乙酰 乙酰 辅酶 A 还 原 酶 ; PhbC，PHA 合成 酶 ; Mer, 再 二 酰 辅酶 A 还 原 酶 , 来 源 于 C. aurantiacus. 


的 细胞 破碎 和 产物 回收 问题 ， 也 是 所 有 其 他 胞 内 产物 后 处 理 过 程 中 所 面临 的 共同 问题 。 在 许 
多 生物 产品 的 生产 成 本 中 ， 分 离 纯 化 产品 的 成 本 占 总 成 本 的 60% ~90% 。 

随 着 基因 工程 技术 的 发 展 ， 重 组 DNA 技术 已 逐渐 被 引入 PHB 的 生产 。 基 因 工 程 菌 具有 
生长 迅速 ， 培 养 基 原料 来 源 广 ， 可 利用 廉价 原料 和 废弃 物 来 大 量 产生 PHB， 从 而 降低 生产 
成 本 等 突出 优点 ， 因 此 受到 人 们 的 关注 。 基 因 工 程 大 肠 杆菌 的 代谢 途径 中 只 有 合成 PHB 的 
酶 ， 没 有 分 解 PHB 的 酶 ， 故 PHB 在 菌 中 只 能 合成 ， 不 能 分 解 ， 有 利于 获得 高 分 子 量 和 高 含 
量 的 PHB。 目 前 ,引入 真 养 产 碱 杆菌 的 PHB 合成 酶 基因 来 生产 PHB 的 重组 大 肠 杆菌 已 经 获 
得 成 功 。 为 从 基因 水 平 上 解决 产 PHB 菌株 的 细胞 破 壁 、 胞 内 产物 释放 及 降低 分 离 提取 成 本 
问题 ， 可 以 采用 将 A 只 菌 体 裂解 基因 (SRRz) 引入 PHB 生产 的 新 思路 。SRRz 可 以 编码 橡 解 
细菌 细胞 壁 的 几 种 酶 。 其 中 ，R 和 Rz 基因 产物 可 以 分 解 细胞 壁 的 肽 聚 糖 及 切割 肽 聚 糖 寡 糖 
间 以 及 肽 聚 糖 与 胞 壁 外 膜 间 的 交 联 ，S 基因 产物 则 可 以 增 大 细胞 膜 的 通 透 性 , 使 R 和 廊 基 
因 产 物 可 以 透 过 细胞 膜 到 达 细 胞 壁 ， 从 而 裂解 细胞 。 但 直接 引入 SRRz 基因 时 ， 在 细胞 培养 
过 程 中 裂解 基因 的 全 部 表达 ， 将 导致 细胞 在 产品 大 量 积累 之 前 就 破裂 ， 不 能 获得 细胞 的 高 密 
度 培养 及 PHB 的 高 产量 。 为 解决 此 矛盾 ， 有 学 者 采用 了 $ 基因 焉 珀 突变 ($- ) 的 克隆 策 
略 ， 使 $ 基因 产物 终止 编码 。 这 样 ，R 和 Rz 基因 产物 就 不 能 通过 细胞 膜 到 达 细 胞 壁 ， 继 而 
裂解 细胞 壁 。 只 当 利 用 其 他 手段 ( 如 某 种 化 学 方法 ) 改变 细胞 膜 的 通 透 性 后 ， 细 胞 才 会 裂 
解 ， 从 而 实现 细胞 破 壁 的 可 控 性 。 按 照 上 述 克 隆 策略 ， 从 和 噬菌体 cl Sam 857 中 克隆 得 到 
1.4kb 的 SRRz 基因 ， 连 接 质 粒 ， 转 化 宿主 ， 最 终 实现 了 5- RRz 在 重组 大 肠 杆菌 中 的 成 功 
表达 ， 继 而 实现 了 产 PHB 重组 细胞 的 高 效 可 控 破 壁 。 

透明 颜 菌 血 红 和 蛋白 ( Vitreoscilla Hemoglobin，VHb) 是 由 革 兰 阴性 专 性 好 氧 菌 透明 
颤 菌 于 微 氧 条 件 下 合成 的 一 种 类 似 于 人 血红 蛋白 的 胞 内 可 溶 物 质 ， 它 能 够 从 分 子 水 平 上 提高 
透明 赢 菌 血 红 和 蛋白 基 因 ( Vitreoscilla hemoglobin gene, veb) 克隆 菌 对 氧气 的 利用 能 力 ， 促 进 
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细胞 生长 和 产物 合成 ， 提 高 发 酵 过 程 中 目的 产物 的 产量 和 收 率 ， 从 而 节省 了 加 入 氧 载体 或 增 
大 通气 搅拌 的 设备 费 及 附加 的 通 富 氧 或 纯 氧 的 投资 。 为 从 基因 水 平 上 解决 PHB 高 密度 生产 
中 的 供 氧 困难 ， 可 在 S$- RRz 和 PHB 合成 基因 (phbC4B) 共 表 达 的 基础 上 ， 进 一 步 引 入 veb 
基因 ， 在 同一 大 肠 杆菌 细胞 中 同时 实现 3 种 外 源 基因 的 共 表 达 。 为 此 ， 分 别 设计 如 下 3 种 克 
隆 策略 将 veb 基因 引入 重组 细胞 : 

策略 一 是 将 veb 基因 与 S$- RRz 基因 和 phbC4B 基因 在 同一 质粒 上 共 表 达 ; 策略 二 是 将 
vgb 基因 转 人 另外 一 个 相 容 性 质粒 中 ， 进 行 双 质 粒 共 表达 ; 策略 三 则 是 将 veb 基因 采用 同 源 
基因 交换 法 直接 搬入 宿主 菌 的 染色 体 中 ， 与 染色 体 遗 传 信息 一 起 进行 单 拷贝 表达 ， 而 $7 RRz 
基因 和 phbCAB 基因 则 由 质粒 携带 转 人 该 重组 宿主 。 按 照 这 三 种 不 同 的 策略 ， 以 不 同 菌株 为 
宿主 ， 成 功 构建 了 17 株 产 PHB 的 重组 菌株 ， 并 最 终 盘 选 获得 了 同时 具有 高 溶 氧 利用 能 力 、 
细胞 壁 可 控 裂 解 能 力 和 PHB 高 产能 力 的 基因 工程 菌株 一 一 重组 E.coli VG1 (pTU14)。 在 
VG1 (pTU14) 细胞 中 ，phbC4B 基因 与 S$- RRz 基因 由 新 建 重组 质粒 pTU14 携带 转 入 宿主 菌 ， 
wb 基因 则 利用 同 源 基因 交换 法 直接 插入 宿主 菌 VG1 的 染色 体 ， 最 终 实 现 了 3 种 外 源 基因 在 
VG1 (pTU14) 中 的 同时 克隆 和 表达 。 

同时 携带 3 种 外 源 基因 的 重组 大 肠 杆 菌 VG1 (pTU14) 的 示意 图 如 图 9-9 所 示 。 


透明 颤 菌 血红 集 白 基 因 
1400bp 


HindI Sal I 


大 肠 杆菌 VG1 的 基因 组 DNA 、 
thrA veb rrnBT I thrB 
一 一 


本 质粒 DNA | / 
4 吹 菌 体 裂 解 基因 PHB 合 成 基因 
1466b 5200b| 
SO) " 有 启动 了 jphbC ”pipA phbB 
I I 
EcoR I ClaI 


Kpn I EcoR I 
图 9-9 重组 E coli VG1 (pTU14) 细胞 内 携带 三 种 外 源 基因 的 示意 图 
电镜 分 析 、 气 相 色 谱 分 析 和 显 微 观 察 的 结果 均 表 明 ，phbC4B 基因 可 以 在 VG1 (pTU14) 
中 成 功 表 达 ， 且 产物 PHB 的 积累 与 菌 体 生长 基本 线性 相关 。 随 着 培养 过 程 的 进行 ，VG1 


(pTU14) 细胞 内 积累 的 PHB 逐渐 增多 ， 细 胞 的 体积 也 随 之 增 大 。 当 培养 到 48h 时 ，PHB 几 
乎 充满 整个 细胞 ， 同 时 细胞 形态 由 最 初 的 短 杆 状 胀 大 成 近似 椭 球 状 ， 如 图 9-10 所 示 。 
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37h, x20000 58h, x17000 


图 9-10 ”重组 大 肠 杆 菌 VG1 (pTU14) 细胞 中 积累 的 白色 PHB 颗粒 


VG1 (pTU14) 中 S-RRz 基因 的 表达 不 需 加 入 昂贵 的 IPTG 进行 诱导 。 采 用 $ 基因 产物 
功能 模拟 物 处 理 细胞 ， 可 以 使 细胞 壁 有 效 裂解 (图 9-11) 。 裂 解 处 理 后 ，PHB 产品 纯度 可 以 
提高 约 10 个 百分点 。 进 一 步 研 究 表明 , 在 VG1 (pTU14) 的 培养 末期 ,PHB 颗粒 在 细胞 内 
的 大 量 积累 同样 会 改变 细胞 膜 的 通 透 性 ， 使 细胞 自动 裂解 ， 而 不 需 外 加 任何 其 他 的 5 基因 产 
物 的 模拟 物 ， 这 就 有 可 能 进一步 简化 PHB 的 分 离 提 取 步 又 。 


图 9-11 重组 大 肠 杆菌 VG1 (pTU14) 细胞 采用 裂解 处 理 前 后 的 电镜 观察 
(a) 诱导 裂解 前 ( x6000) ; (b) 诱导 裂解 后 ( x10000) 


CO 差 光谱 分 析 表 明 ，web 基因 在 VG1 (pTU14) 中 能 够 成 功 表 达 ， 且 其 表达 量 受 溶 氧 水 
平 的 调控 。 由 veb 基因 成 功 表达 所 编码 的 VHDb 可 以 同时 促进 菌 体 细胞 的 生长 和 PHB 产品 的 积 
累 ， 且 当 深 氧 水 平 较 低 ，VHb 的 表达 量 较 高 时 ， 这 种 促进 作用 更 为 明显 。 进 一 步 研究 表明 ， 
VHb 能 够 降低 VG1 (pTU14) 细胞 的 临界 氧 浓 度 ， 保 持 其 在 较 低 溶 氧 水 平 下 的 细胞 活性 。 更 有 
意义 的 是 ，VHb 可 以 提高 重组 细胞 的 体积 氧 传递 系数 K.a， 尤 其 是 贫 氧 条 件 下 的 Ka， 从 而 使 
重组 细胞 具有 更 强 的 贫 氧 耐 受 能 力 ， 因 此 在 发 酵 过 程 中 不 需 通 入 富 氧 或 纯 氧 。 

综 上 所 述 ， 通 过 PHB 合成 基因 (phbC4B) 、A 鸣 菌 体 裂解 基因 (S- RRz) 和 透明 颤 菌 血 
红 和 蛋白 基因 (web) 在 重组 大 肠 杆菌 VG1 (pTU14) 中 的 同时 引入 ， 不 仅 实 现 了 目的 代谢 产 
物 PHB 在 重组 大 肠 杆 菌 中 的 大 量 积累 合成 ， 而 且 成 功 解决 了 PHB 生产 中 原料 成 本 和 分 离 回 
收成 本 高 以 及 供 氧 矛盾 等 问题 ， 实 现 了 PHB 的 高 密度 、 高 表达 生产 并 大 幅度 降低 了 生产 成 
本 。 该 研究 策略 也 是 采用 和 鸣 菌 体 裂解 基因 和 透明 颜 菌 血 红 和 蛋白 基因 作为 功能 调控 基因 ， 
辅助 胞 内 产物 PHB 合成 及 后 续 分 离 纯化 的 成 功 范例 。 
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9.4.3 ”利用 重组 微生物 生产 透明 质 酸 


透明 质 酸 (hyaluronic acid, HA) 是 一 种 广泛 存在 于 人 和 动物 体内 的 大 分 子 酸 性 黏 多 糖 ， 
由 D- 葡 萄 糖 醛 酸 ( D-glucuronic acid, GlcA) 和 N- 乙 酰 葡 萄 糖 胺 〈N-acetyl-D-glucosamine，Glc- 
NAc) 重复 单位 构成 线性 直 链 结构 ， 分 子 质量 能 够 达到 10 ~ 10"Da。 

透明 质 酸 以 其 独特 的 分 子 结构 和 理化 性 质 在 机 体内 显示 出 多 种 重要 的 生理 功能 ， 如 润滑 
关节 、 调 节 血 管 壁 的 通 透 性 、 调 节 和 蛋白 质 / 水 电解 质 扩散 及 运转 、 促 进 创 伤 愈合 等 。 另 外 ， 
存在 于 皮肤 中 的 HA 可 以 改善 皮肤 营养 代谢 ， 使 皮肤 和 柔嫩、 光滑、 去 和 皱 、 增 加 弹性 、 防 止 误 
老 ， 在 保湿 的 同时 又 是 良好 的 透 皮 吸收 促进 剂 ， 因 此 HA 又 被 称 为 抗 衰老 因子 。 因 HA 这 些 
重要 的 生理 功能 ， 其 被 广泛 应 用 于 临床 、 化 妆 品 以 及 保健 品 领域 。 

商用 透明 质 酸 的 最 初 工 业 生产 方法 是 以 雄 公 鸡 的 鸡冠 为 原料 的 生物 组 织 提 取 法 ， 由 于 原 
料 来 源 有 限 而 使 得 HA 产量 低 ， 产 品 纯化 成 本 高 ， 并 存在 禽类 过 人 敏 等 问题 ， 使 得 HA 的 生物 
组 织 提取 法 受到 多 方面 的 限制 。 早 在 1937 年 ， 研 究 人 员 就 发 现 链球 菌 ( Streptococcus， 对 人 
或 动物 具有 致 病 性 ) 可 产生 HA。 后 续 的 大 量 研究 结果 证 明 ， 某 些 种 属 的 链球 菌 在 一 定 的 环 
境 条 件 下 , 能 同化 吸收 葡萄 糖 或 其 他 碳 源 ， 以 代谢 产物 形式 产生 HA。 以 工业 化 生产 为 目的 
的 HA 发 酵 研 究 始 于 20 世纪 80 年 代 的 日 本 ， 但 链球 菌 发 酵 生产 的 HA 产品 存在 的 安全 隐患 
促使 研究 者 们 将 目光 进一步 投向 重组 微生物 。 

1. 重组 枯草 芽孢 杆菌 生产 透明 质 酸 ”枯草 芽孢 杆菌 ( Bacillus subtilis) 作为 一 种 成 熟 的 
工业 宿主 菌 ， 被 广泛 地 应 用 于 各 种 化 学 品 〈 氨基 酸 、 维 生 素 等 ) 及 酶 制剂 (和 蛋白酶 、 淀 粉 
酶 等 ) 的 微生物 发 酵 生产 中 。 利 用 Bacillus 进行 HA 的 工业 发 酵 有 诸多 好 处 : Bacillus 能 够 将 
产物 分 泌 到 胞 外 ， 有 利于 大 量 合成 产物 ; 培养 基 经 济 可 行 ; 不 分 泌 毒 物 ; 不 含有 能 够 降解 
HA 的 HA 酶 ;基因 组 信息 清晰 ， 基 因 操 作 工 具 齐 全 ; 作为 研究 较 多 的 革 兰 阳性 菌 ， 有 利于 
表达 HA 合成 酶 。 

Novozyme 公司 2005 年 克隆 了 马 链 球菌 〈 Streptococcus equisimilis) 的 透明 质 酸 合成 酶 
(seHAS) 及 Bacillus 中 合成 HA 前 体 所 需 的 酶 基因 hasB (waD)、hasC (glaB)、hasD 
(gcaD) ， 通 过 研究 Bacillus 中 HA 合成 的 代谢 途径 ,构建 了 一 系列 HA 合成 操纵 子 ， 并 导入 
到 基因 组 的 amyE 位 点 ， 进 行 HA 的 基因 重组 代谢 合成 (图 9-12) 。 结 果 表 明 ， 在 Bacillus 中 
重组 合成 HA 时 ， 单 表达 hash 基因 的 HA 产量 相当 低 ; 共 表 达 has4B 则 大 大 提高 了 HA 的 产 
量 ， 与 has4BC 共 表 达 的 产量 相当 ， 表 明 UDP- 葡 萄 糖 脱 氢 酶 (HasB) 是 HA 合成 途径 中 的 
关键 酶 。Novozyme 公司 进一步 将 has4BC 共 表 达 的 菌株 Bacillus subtilis RB161 在 3L 的 发 酵 钠 
中 ， 以 蔗糖 为 碳 源 进行 发 酵 培 养 ， 并 对 发 酵 过 程 中 的 HA 产量 、 发 酵 液 香 度 和 溶 氧 值 进行 了 
检测 。 在 25h 时 ，HA 产量 即 接近 达到 最 大 值 ， 与 链球 菌 发 酵 法 的 产量 相当 。 发 酵 后 的 HA 
分 子 质量 通过 凝 胶 过 滤 层 析 分 析 ， 结 果 大 致 为 1.1 ~1.2MDa 的 范围 ， 与 目前 商业 上 其 他 来 
源 的 HA 分 子 质量 相当 。 

2. 重组 大 肠 杆菌 生产 透明 质 酸 2008 年 有 学 者 进一步 探讨 了 在 革 兰 阴性 重组 大 肠 杆菌 
中 发 酵 生产 HA 的 可 行 性 ， 包 括 操纵 子 选 择 、 稀 有 密码 子 效 应 、 细 菌 生长 抑制 、HA 产量 和 
分 子 质量 大 小 等 。Yu 一 方面 克隆 了 酿 腔 链 球菌 (Streptococcus pyogenes) 的 HA 合成 酶 基因 
(sphas4) ; 另 一 方面 通过 Assembly PCR 人 工 合成 了 剔除 大 肠 杆 菌 中 稀有 密码 子 的 马 链球 菌 
HA 合成 酶 基因 (ssehas4); 进一步 克隆 了 大 肠 杆菌 中 HA 合成 的 代谢 途径 基因 hasB (ugd) 、 
hasC (galF)、hasD (gmU) 并 构建 了 一 系列 的 操纵 子 ， 以 大 肠 杆菌 E. coli Top10 为 宿主 ， 
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以 葡萄 糖 为 碳 源 ， 在 LB 培养 基 中 摇 瓶 发 酵 生产 HA (图 9-13 ) 。 结 果 发 现 ， 重 组 表达 sp4、 
sD4B 、sp4BC 等 基因 的 重组 大 肠 杆菌 72h 时 分 别 积 累 了 5.7、7.6、95.9mg : 工 一 的 HA， 而 
以 sse4 、sse4B 、sse4BC 共 表 达 的 大 肠 杆菌 则 分 别 积累 了 27.8、203.5、189. 6mg.L "的 HA， 
证 实 了 人 工 合成 的 马 链球 菌 HA 合成 酶 的 高 效 性 ， 以 及 hasB 基因 共 表 达 对 HA 重组 合成 的 
重要 性 。sseAB 及 sseABC 共 表 达 菌 株 合 成 的 HA 分 子 质量 分 布 在 0.45 ~3. 1MDa 的 范围 内 。 由 
于 大 肠 杆 菌 为 革 兰 阴性 菌 ， 在 摇 瓶 发 酵 生产 HA 的 过 程 中 ， 可 观察 到 明显 的 细菌 生长 与 HA 合 
成 酶 表达 的 竞争 性 抑制 ， 体 现 了 用 大 肠 杆 菌 表达 HA 合成 酶 、 生 产 HA 的 弱点 。 与 重组 枯草 芽 
孢 杆菌 不 同 ， 产 HA 的 重组 大 肠 杆菌 在 特殊 的 固体 平板 上 呈现 半 透 明 菌 落 形 态 ， 其 反 相 照片 如 
图 9-14 所 示 。 


(b) 


图 9-12 产 HA 重组 枯草 芽孢 杆菌 在 固体 平板 上 形成 黏 性 菌落 形态 
(a) 矿物 培养 基 平板 上 以 葡萄 糖 为 单一 碳 源 的 产 HA 重组 B. subiilis RB161 形 
成 黏 性 菌落 ; (b) 同样 条 件 下 生长 的 野生 B. subrilis 的 菌落 形态 
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图 9-13 重组 E coli 中 HA 合成 的 代谢 途径 


9.4.4 ”利用 重组 大 肠 杆菌 生产 胰岛 素 


胰岛 素 (insulin) 是 由 胰岛 细胞 分 泌 的 蛋白 质 激素 ， 它 由 分 别 含 有 21 个 和 30 个 氨基 酸 
残 基 的 A 链 和 B 链 两 条 多 肽 链 组 成 。 胰 岛 素 含有 3 个 二 硫 键 ， 其 中 两 个 连接 A 链 和 B 链 ， 
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图 9-14 产 HA 重组 大 肠 杆菌 的 半 透 明 菌落 形态 反 相 图 
实 线 箭头 指向 的 致密 白色 菌落 是 不 产 HA 的 菌株 ; 虚线 指向 的 半 透 明 菌落 是 产 HA 的 重组 大 肠 杆 菌 


一 个 在 A 链 内 ， 帮 助 胰岛 素 形成 正确 的 构象 和 生物 活性 。 研 究 发 现 ， ee 
胰岛 素 实 际 上 是 由 一 条 多 上 肽 链 合 成 的 ，A 链 的 N 端 和 了 B 链 的 C 端 之 间 有 一 段 被 称 为 C- 肽 的 
连接 肽 ， 这 条 单 链 的 多 肽 即 为 胰 岛 素 原 (proinsulin) 。 胰 岛 素 原 在 内 质 网 中 合成 后 ， 被 运输 
到 高 尔 基 体 中 ， 经 过 折 和 县 、 硫 硫 配对 和 分 泌 ， 最 后 由 类 似 胰 蛋白 酶 和 羧 肽 酶 B 的 专 一 蛋白 
酶 加 工 去 除 C 肽 ， 形 成 两 条 链 的 胰岛 素 ， 并 ee 物体 内 唯一 降低 血 
糖 的 激素 ， 它 可 以 促进 糖 的 利用 与 糖 元 的 合成 ， 抑 制 糖 异 生 ， 还 能 促进 脂肪 和 蛋白质 的 合 
成 ， 并 抑制 其 分 解 。1921 as 并 于 型 年 投入 到 
临床 床 应 用 ， 多 年 来 其 挽救 了 无 数 糖尿 病 患 者 的 生命 ， 因 此 胰岛 素 被 人 们 誉 为 20 世纪 最 为 重 
要 的 生物 工程 药品 之 一 。 
胰岛 素 根据 来 源 与 合成 途径 可 以 分 为 3 类 : 第 一 opt 主要 从 动物 的 胰腺 中 
提取 纯化 得 到 ， 比 如 猪 胰岛 素 、 牛 胰岛 素 ; 第 二 类 是 将 猪 胰岛 素 第 30 位 丙 氨 酸 ， 置 换 成 与 
人 胰岛 素 相同 的 苏 氨 酸 ， en 岛 素 ; 第 三 类 是 生物 合成 人 胰岛 素 ， 即 利用 生物 工 
程 技术 ， 利 用 微生物 发 酵 生 产 获 得 高 纯度 、 与 人 胰岛 素 氨基 酸 序列 及 生物 活性 完全 相同 的 重 
组 人 胰岛 素 。1977 ee ni 而 1981 年 利 
用 重组 大 肠 杆菌 成 功 表达 了 人 胰岛 素 , 使 其 成 为 第 一 个 基因 工程 药物 。 自 1982 年 美国 公 
司 生 产 的 重组 人 胰岛 素 上 市 以 来 ， 随 着 生物 工程 技术 的 发 展 以 及 重组 人 胰岛 素 的 生物 安 
全 性 优势 ， 利 用 重组 微生物 生产 的 人 胰岛 素 已 大 多 取代 了 传统 的 动物 胰岛 素 ， 成 为 市 场 
的 主力 。 
目前 市 场 上 重组 人 胰岛 素 主 要 是 通过 重组 大 肠 杆 菌 和 重组 酵母 菌 两 套 系统 生产 : 大 肠 杆 
结构 简单 ， 基 因 背 景 清晰 ， 繁 殖 速度 快 ， 操 作 简 单 ， 是 20 攻 志 站 鸭 到 各 二 下 说 下 风 衬 的 
首选 外 源 基因 表达 系统 。 但 是 利用 大 肠 杆菌 表达 的 人 胰岛 素 基 本 以 包涵 体 的 形式 存在 ， 需 要 
经 过 复杂 的 体外 处 理 和 加 工 过 程 才 能 得 到 有 活性 的 人 胰岛 素 。 相 比 而 言 ， 重 组 酵母 菌 则 是 一 
套 更 加 有 效 的 真 核 基因 表达 系统 ， 不 易 形 成 包涵 体 ， 其 缺点 在 于 发 酵 和 表达 水 平 不 高 ， 不 利 
于 高 密度 、 大 规模 发 酵 培 养 。 
利用 重组 大 肠 杆菌 系统 表达 人 胰岛 素 主要 有 2 条 途径 : 第 一 条 是 A、B 双 链 重组 表达 途 
径 ， ii 经 和 蛋白酶 处 理 ， 纯 化 后 通过 
一 定 方 法 在 体外 重组 成 活性 双 链 胰岛 素 。 如 研究 人 员 利 用 大 肠 杆菌 密码 子 偏 好 性 、 热 诱导 启 
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动 子 和 融合 蛋白 表达 等 策略 在 大 肠 杆菌 中 高 效 表达 了 人 胰岛 素 A、B 双 链 ， 表 达 总 量 占 可 溶 
性 蛋白 含量 的 60% ~80% ; 第 二 条 是 胰岛 素 原 表达 途径 ， 即 在 大 肠 杆菌 中 重组 表达 人 胰岛 
素 原 的 基因 或 其 类 似 物 ， 通 过 后 期 胰 和 蛋白 酶 、 羧 肽 酶 B 等 处 理 去 除 C 肽 ， 得 到 有 活性 的 双 
链 人 胰岛 素 。 

重组 酵母 菌 表达 系统 主要 包括 酿酒 酵母 (S. cerevisiae) 表达 系统 和 巴 斯 德 毕 赤 酵母 
(P. pastoris) 表达 系统 。 早 期 研究 得 较 多 的 是 酿酒 酵母 系统 。1987 年 研究 人 员 在 酿酒 酵母 中 
高 效 表达 了 “ 超 氧 化 物 歧化 酶 - 人 胰岛 素 原 ”融合 蛋白 ， 含 量 高 达 100mg . 工 ， 但 表达 产 
物 基 本 为 不 可 溶 的 包涵 体 ， 经 复 性 后 可 得 到 有 活性 的 胰岛 素 。 将 单 链 猪 胰岛 素 前 体 基 因 
与 a 交配 因子 前 导 顺 序 基因 转化 酿酒 酵母 ， 可 表达 单 链 前 体 并 分 泌 到 培养 基 中 ， 前 体 在 
纯化 后 通过 胰 和 蛋白酶 的 转 肽 作用 可 以 转变 成 可 结晶 的 人 胰岛 素 ， 并 具有 全 部 活性 ， 最 终 
收 率 为 25mg . 工 -:。 

毕 赤 酵 母 是 一 类 可 以 以 甲醇 为 唯一 碳 源 的 酵母 (也 称 为 甲醇 酵母 ) ， 它 继承 了 酿酒 酵母 
的 许多 优点 ， 且 作为 真 核 表达 系统 ， 具 有 自身 独特 的 优势 : 乙醇 氧化 酶 (AOX1) 启动 子 具 
有 强 诱导 性 和 强 启动 性 ， 有 利于 外 源 基因 的 高 效 诱导 表达 ; 具有 强 好 氧 生长 性 ， 可 高 密度 发 
酵 培养 ;生长 快 ， 营 养 要 求 低 ， 培 养 基 廉 价 ; 自身 分 泌 的 蛋白 非常 少 ， 有 利于 后 期 表达 产物 
的 分 离 和 纯化 。 上 述 种 种 有 利 因素 使 得 基因 工程 胰岛 素 的 毕 赤 酵母 表达 系统 引起 了 人 们 更 多 
的 关注 和 研究 ， 研 究 人 员 将 含有 小 C 肽 (如 AKK) 的 人 胰岛 素 基 因 与 不 同 的 前 导 肽 序列 重 
组 后 转化 毕 赤 酵母 进行 分 泼 表达， 发 现 能 有 效 提高 单 链 胰岛 素 原 的 分 泌 水 平 ; 与 酿酒 酵母 相 
比 ， 更 适合 于 重组 人 胰岛 素 的 高 密度 大 规模 工业 化 生产 。 将 含 9 个 氨基 酸 的 间隔 肽 序列 引入 
到 猪 胰岛 素 前 体 (PIP) 基因 的 5" 端 后 转化 毕 赤 酵母 ， 发 现 间 隔 肽 序列 的 引入 有 利于 提高 
PIP 的 表达 水 平 ， 融 合 蛋白 的 产量 可 达 40mg ' 工 -:。 目 前 ， 人 们 正在 努力 对 人 胰岛 素 基 因 在 
甲醇 酵母 中 的 高 密度 分 泌 表 达 和 对 表达 产物 的 纯化 工艺 进行 研究 ， 和 硕 望 建立 一 套 简便 高 效 的 
人 胰岛 素 发 酵 生 产 和 纯化 工艺 。 


9.4.5 利用 重组 酿酒 酵母 生产 生物 乙醇 


乙醇 是 重要 的 化 工 原料 、 有 机 溶剂 、 消 毒剂 及 饮料 酒 勾兑 的 原料 。 随 着 可 再 生 资源 的 日 
趋 枯竭 ， 燃 料 乙 醇 是 最 有 发 展 前 景 的 可 再 生 清 洁 能 源 之 一 。 世 界 生物 燃料 调查 报告 报道 ， 世 
界 乙醇 需求 在 2030 年 将 达到 3000 亿 升 ， 约 为 2006 年 世界 产量 510 亿 升 的 6 倍 。 醇 酒 酵母 
(Saccharomyces cerevisiae) 是 工业 上 生产 乙醇 的 优良 菌株 ， 具 有 容易 培养 、 耐 乙醇 及 抑制 物 、 
乙醇 产 率 高 等 特点 。2004 年 世界 乙醇 总 产量 中 的 80% 是 由 酿酒 酵母 S. cerevisiae 利用 不 同 碳 
源 在 厌 氧 条 件 下 发 酵 生产 的 。 

乙醇 是 酿酒 酵母 的 葡萄糖 代谢 过 程 中 无 氧 呼吸 的 产物 ， 在 它 的 全 部 生物 化 学 反应 过 程 
中 ， 葡 菊 糖 经 糖 酵 解 (EMP) 途径 生成 中 间 产 物 丙 酮 酸 ， 丙 酮 酸 脱羧 生成 乙 醛 ， 乙 醛 作为 
氨 受 体 使 NAD 再生， 发 酵 终 产物 为 乙醇 。 图 9-15 为 酿酒 酵母 中 乙醇 的 主要 代谢 途径 。 

目前 ， 针 对 酿酒 酵母 生产 生物 乙醇 的 基因 工程 研究 主要 集中 在 2 个 方面 。 一 方面 是 对 酵 
母 菌 自身 进行 改造 ， 达 到 提高 乙醇 产 率 或 提高 温度 、 原 料 、 产 物 耐 受 性 等 目的 ; 另 一 方面 是 
通过 导入 外 源 基 因 等 方法 ， 在 酿酒 酵母 细胞 内 耦合 多 糖水 解 等 过 程 ， 使 酵母 菌 可 以 直接 利用 
更 广泛 、 更 廉价 的 生物 质 原料 生产 乙醇 。 

在 对 酵母 菌 自身 进行 改造 方面 ， 基 于 对 酿酒 酵母 乙醇 代谢 途径 的 研究 ， 对 相关 基因 进行 
改造 ， 可 以 提高 糖 类 的 利用 率 ， 提 高 乙醇 产 率 。 如 图 9-15 所 示 ， 甘 油 是 乙醇 代谢 过 程 中 的 
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ul 


参与 重要 反应 的 酶 


1 葡萄 糖 异 构 酶 ( 己 糖 激酶 
2 和 葡萄 糖 异 构 酶 

3: 磷 酸 果糖 激酶 
4: 醛 缩 酶 

5: 磅 酸 甘 油 醛 异 构 酶 
人 
7: 甘 油 酸 酯 
了 
9: 甘 油 磷酸 激酶 

10: 甘 油 磷酸 变 位 酶 
11: 烯 醇化 酶 
12: 丙 酮 酸 激酶 

13: 琴 酮 酸 脱羧 酶 
14: 乙 醇 脱 气 酶 
15: 乙 醛 脱 气 酶 

16: 甘 油 激酶 = 


NADH+H* NAD+ 2- 贷 酸 燃 醇 式 再 本 酸 
| ADP 

CO2 ATP 
乙醇 < 一 > 乙酰 < 一 ~ . 焕 醒 式 丙 卫 服 


14 | 
| NAD- 
15| 
,Nan 二 竣 酸 循环 
乙酸 


图 9-15 ”酿酒 酵母 中 乙醇 的 主要 代谢 途径 


主要 副 产 物 。 通 过 缺失 编码 副 产 物 甘油 的 通道 蛋白 基因 fpsl 、 编 码 三 磷酸 甘油 脱氧 酶 的 基因 
gpdl 和 gpd2， 可 以 使 酿酒 酵母 的 甘油 生成 量 降低 30% 以 上 ,使 乙醇 产量 提高 15% 左右 。 将 
来 源 于 票 酒 裂 殖 酵 母 的 a - 半 乳 糖苷 酶 基因 mel 整合 到 酿酒 酵母 染色 体 中 的 甘油 代谢 相关 
gpdl 基因 中 ， 重 组 子 5S. cerevisiae MG1 利用 蜜 二 糖 的 能 力 显著 提高 ， 产 甘油 能 力 下 降 ， 生 长 
时 具 自 絮凝 能 力 。 又 如 ，szja 基因 编码 的 snflp 对 起 始 受 葡萄 糖 阻 过 基因 的 转录 是 必需 的 。 
通过 同 源 重组 实现 酿酒 酵母 SY2 的 snfl 基因 双 倍 体 敲 除 ， 突 变 株 在 厌 氧 发 酵 试验 中 ,乙醇 
产量 较 出 发 菌株 提高 了 8. 74% 。 利 用 原生 质 体 融 合 技术 产生 的 耐 热 酵母 细胞 可 以 在 35% 和 
糖蜜 体积 质量 分 数 22% 的 条 件 下 生长 。 另 外 ， 辅 酶 工程 也 在 酿酒 酵母 木 糖 代 谢 途 径 中 有 所 
应 用 。 例 如 ， 通 过 增加 或 阻 断 某 一 条 代谢 途径 ， 减 少 NADPH 的 旁 路 消耗 ， 增 加 木 糖 代谢 中 
可 利用 的 NADPH， 实 现在 厌 氧 条 件 下 的 氧化 是 解决 辅酶 氧化 还 原平 衡 问题 的 有 效 方法 。 研 
究 人 员 在 表达 木 糖 代谢 相关 酶 的 重组 酿酒 酵母 中 敲 除了 贸 吸 收 的 主要 酶 基因 一 NADPH 依 
赖 型 谷 氨 酸 脱氧 酶 基因 (gdhl ) ， 并 通过 超 表 达 NADH 依赖 型 谷 氨 酸 脱 氢 酶 基因 (gdh2)， 
或 超 表达 GO - GO GAT 途径 谷 氮 酸 合成 酶 基因 (glt1) 和 谷 氨 酰胺 合成 酶 基因 (gln1)， 使 
酵母 能 完成 铵 吸收 过 程 。 结 果 显 示 ， 在 超 表达 gdh2 后 ， 酿 酒 酵母 工程 菌 在 厌 氧 分 批发 酵 中 ， 
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与 出 发 菌株 相 比 乙 醇 产量 增加 了 8% ， 木 糖 醇 的 积累 减少 了 44% 。 而 超 表达 G0-GO GAT 途 
径 的 glil 和 glnl 在 碳 源 限 量 的 厌 氧 连续 发 酵 中 ， 乙 醇 的 产量 提高 了 16% 。 

发 醇 法 生产 乙醇 所 用 的 天 然 原料 ， 按 传统 方法 主要 分 为 3 类 : 糖 类 、 淀 粉 类 和 纤维 素 类 
物质 。 糖 类 ( 主要 来 自 于 制 糖 副 产 物 糖蜜 ) 可 以 被 酿酒 酵母 直接 转变 成 乙醇 ;淀粉 类 (来 
自 于 玉米 、 木 昔 、 土 豆 等 ) 必须 首先 经 酶 的 作用 水 解 成 可 发 酵 的 单 糖 ， 进 而 发 酵 生成 乙醇 ; 
纤维 素 类 (来 自 于 木材 、 农 业 废 弃 物 和 造纸 厂 废料 ) 也 必须 首先 转变 成 酿酒 酵母 可 利用 的 
单 糖 。 长 期 以 来 ， 人 们 利用 淀粉 和 糖 类 等 发 醇 生产 乙醇 。 但 这 些 原 料 成 本 很 高 ， 大 大 限制 了 
燃料 乙醇 产业 的 发 展 。 以 木质 纤维 素 为 原料 生产 生物 乙醇 ， 已 经 成 为 研究 关注 的 焦点 。 

一 方面 ， 利 用 酸 解 或 酶 解 的 方法 对 木质 纤维 素 进行 预 处 理 ， 可 转化 为 大 量 的 五 碳 糖 
( 木 糖 和 阿拉 伯 糖 ) 和 六 碳 糖 (葡萄 糖 、 半 乳糖 和 甘露 糖 ) 。 酿 酒 酵母 可 以 直接 利用 六 碳 糖 
转 为 乙醇 ， 而 无 法 利用 五 碳 糖 。 通 过 基因 工程 技术 得 到 的 重组 酵母 菌 有 望 解决 这 样 的 问题 。 
因为 酿酒 酵母 虽然 不 能 利用 木 糖 ， 但 可 以 利用 木 酮 糖 ， 因 此 人 们 将 细菌 中 的 木 糖 异 构 酶 基因 
(xyl4) 或 树干 毕 赤 酵母 中 的 木 糖 还 原 酶 基因 (xyl1) 和 木 糖 醇 脱氧 酶 基因 (xy2 ) 通过 质 
粒 转 人 酿酒 酵母 中 ， 并 加 上 适当 的 启动 子 ， 使 之 可 以 发 酵 木 糖 。 有 报道 ， 转 和 人 xyll 和 xy2 
基因 的 重组 酿酒 酵母 能 将 50% 左右 的 木 糖 转化 为 乙醇 和 木 糖 醇 。 通 过 克隆 树干 毕 赤 酵母 的 
xyll 和 xyl2 基因 构建 的 酿酒 酵母 重组 菌 发 酵 混 合 糖 ， 在 24h 乙醇 浓度 达 22g ' 工 ， 乙 醇 得 
率 为 理论 得 率 的 90% 左右 。 同 时 将 改造 的 阿拉 伯 糖 还 原 酶 基因 、 来 自 里 氏 木 霉 Trichoderma 
reesei 的 忆 - 阿 拉 伯 糖 醇 脱 氨 酶 基因 、 来 自 酵 母 4mbrosiozyma monospora 的 了 木 酮 糖 还 原 酶 基因 
和 来 自 树 干 毕 赤 酵 母 的 木 糖 醇 脱氧 酶 基因 一 起 转 人 酿酒 酵母 中 ， 使 重组 菌 可 以 同时 利用 木 糖 
和 工 -阿拉 伯 糖 。 

另 一 方面 ， 将 淀粉 、 纤 维 素 等 多 糖 的 水 解 与 单 糖 的 厌 氧 发 酵 同 时 结合 在 酿酒 酵母 细胞 中 
的 过 程 得 到 了 广泛 的 研究 。 这 个 过 程 被 称 为 同步 协同 糖化 发 酵 工 艺 (SSF) ， 它 可 以 使 酵母 
菌 直接 利用 淀粉 、 纤 维 素 等 多 糖 类 原料 ， 省 去 预 处 理 的 过 程 以 节约 成 本 。 纤 维 素 的 降解 需要 
葡 聚 糖 内 切 酶 (EG) 、 纤 维 二 糖水 解 酶 (CHB) 和 B- 葡 聚 糖苷 酶 (BG) 3 种 酶 以 适当 的 活 
性 共同 作用 才能 实现 。 

酵母 的 表面 展示 技术 是 近 几 年 发 展 起 来 的 一 项 技术 ， 它 将 目的 蛋白 和 酵母 的 细胞 壁 蛋白 
融合 表达 后 ， 将 目的 蛋白 固定 在 酵母 的 表面 。 比 较 常 用 的 细胞 壁 蛋白 有 wa- 凝集 素 和 絮凝 蛋 
白 Flolp。 表 面 展示 不 仅 可 以 有 效 提高 酶 活力 的 稳定 性 ， 而 且 可 以 将 表达 、 纯 化 和 固定 合 于 
一 体 ， 节 省 时 间 和 资源 。 用 重组 酵母 菌 共 展示 葡 糖 淀粉 酶 (来 自 米 根 霉 ，Rhizopusoryzae) 和 
a- 淀 粉 酶 (来 自 脂 肪 嗜 热 芽 孢 杆 菌 ，Bacillus stearothermophilus)， 以 淀粉 为 原料 分 批发 酵 
100h 后 乙醇 浓度 达 60g. L™。 利 用 共 展 示 3 种 纤维 素 酶 的 重组 酵母 菌 将 无 定形 纤维 素 同步 
协同 糖化 发 酵 转 化 为 乙醇 。40h 内 利用 10g . 工 -一 的 无 定形 纤维 素 生 产 出 大 约 3g. 工 -的 
乙醇 。 


9.5 ” 抗 逆 性 重组 微生物 的 构建 与 应 用 


9. 5. 1 重组 酶 和 重组 细胞 的 抗 逆 性 


抗 逆 性 是 指 微生物 对 其 生存 不 利 的 各 种 环境 因素 的 抵抗 能 力 的 总 称 。 在 采用 微生物 细胞 
工厂 来 生产 各 种 产品 的 过 程 中 ,不同 的 目的 产品 和 不 同 的 工业 生物 技术 路 线 通常 会 面临 共同 
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的 问题 ， 即 : 有 机 化 学 品 产物 或 有 害 的 环境 往往 会 对 微生物 细胞 或 胞 内 酶 产生 严重 的 毒害 效 
应 ， 从 而 导致 细胞 死亡 或 酶 催化 剂 失 活 ， 继 而 严重 影响 生物 催化 转化 过 程 的 生产 效能 。 因 
此 ， 开 发 对 不 同化 学 品 产物 或 有 害 环境 具有 高 耐 受 性 的 重组 菌株 ， 或 者 在 进行 生物 催化 的 过 
程 中 具有 高 酶 活力 稳定 性 的 催化 细胞 至 关 重 要 。 针 对 这 些 问题 ， 可 以 分 别 以 酶 或 细胞 为 对 
象 ， 通 过 酶 工程 与 细胞 工程 等 方法 构建 抗 逆 性 重组 酶 或 微生物 ,使 其 具备 所 需 的 性 能 。 


9. 5.2 重组 酶 的 抗 逆 性 改造 研究 


重组 酶 的 抗 逆 性 改造 可 以 采用 不 同 的 基因 工程 策略 。 比 如 ， 对 于 耐 高 温 木 聚 糖 酶 的 改 
造 ， 可 以 克隆 嗜 热 木 聚 糖 酶 基因 进行 重组 表达 、 可 以 进行 酶 的 理性 设计 及 定点 突变 引入 二 硫 
键 以 及 通过 融合 表达 策略 稳定 酶 的 空间 结构 等 。 

首先 ， 将 含有 耐 高 温 活性 的 木 聚 糖 酶 基因 克隆 并 转 到 新 的 宿主 细胞 中 表达 是 提高 酶 高 温 
耐 受 性 的 常用 方法 。 例 如 将 含有 来 自 于 嗜 热 网 球菌 ( Dictwyoglomus thermophilum) Rt46B. 1 编 
码 极端 耐 热 木 聚 糖 酶 基因 xynB 的 表达 载体 pET - DBc 转化 大 肠 杆菌 E. coli BL21 (DE3) ， 目 
的 基因 在 重组 大 肠 杆菌 中 可 表达 出 有 活性 且 耐 90Y 高 温 的 木 聚 糖 酶 。 

研究 人 员 于 2004 年 成 功 地 在 里 氏 木 考 (了 reesei) 的 内 切 -1，4-B- 木 聚 糖 酶 的 N 末端 区 
域 通过 用 Cys 取代 第 2 位 和 28 位 的 Thr， 构建 了 一 个 二 硫 桥 。 该 突变 显著 增加 了 这 种 嗜 温 木 
聚 糖 酶 的 热 灭 活 半衰期 ， 在 65 时 ， 其 半衰期 从 约 40s 增加 到 20min; 70% 时 从 少 于 10s 延 
长 到 约 6min。N 末端 的 二 硫 桥 使 得 突变 酶 的 热 稳定 性 提高 了 大 约 15%C 。 

XynB 是 一 种 来 自 极 端 嗜 热 海 栖 热 孢 菌 ( Thermotoga maritima) 、 属 于 家 族 10 的 单 结构 域 
耐 热 木 聚 糖 酶 。CBM2b 是 来 自 热 紫 链 霉菌 ( Streptomyces thermoviolaceus STX - 工 ) 的 2b 家 族 
糖 类 结合 单元 。 将 CBM2b 融合 在 XynB 的 羧基 末端 生成 嵌 合 木 聚 糖 酶 。 这 种 符合 木 聚 糖 酶 
(XynB -CBM2b) 在 90% 以 上 仍然 稳定 ， 且 催化 可 溶性 木 聚 糖 的 活性 比 XynB 也 有 提高 。 

如 上 所 述 ， 在 了 解 酶 的 空间 结构 与 功能 的 前 提 下 ， 配 合生 物 信息 学 技术 ， 可 以 通过 定点 
突变 对 酶 进行 抗 道 性 设计 与 改造 ， 引 入 能 够 稳定 蛋白 质 空 间 结构 的 力 如 离子 键 ( 盐 桥 ) 、 共 
价 键 (二 硫 键 ) 等 ， 达 到 增强 抗 逆 性 的 目的 。Humcola lanuginose 脂肪 酶 存在 着 一 个 二 硫 键 
(Cw 一 Cz6s ) ， 通 过 定点 突变 引入 另 一 个 二 硫 键 后 ， 酶 的 稳定 温度 提高 了 10% 。 将 Bacillus 
subtilis 的 3 - 磷酸 甘油 醛 脱氧 酶 第 281 位 的 Gly 突变 为 Arg， 亚 基 间 形成 的 离子 键 使 酶 的 稳定 
性 大 大 提高 ， 半 衰 期 增加 了 10 倍 。 

然而 定点 突变 只 能 够 改变 酶 蛋白 中 有 限 的 氨基 酸 残 基 ， 并 且 要 求 酶 蛋白 的 空间 结构 和 俊 
化 机 制 非常 明晰 ， 这 对 酶 的 改造 存在 着 局 限 性 。 定 向 进化 方法 弥补 了 这 些 不 足 。 定 向 进化 是 
通过 人 为 地 创造 特殊 的 条 件 ， 模 拟 自 然 进 化 机 制 ( 随机 突变 、 重 组 和 自然 选择 )， 在 体外 改 
造 酶 基因 ， 并 定向 选择 出 具有 改进 功能 其 至 全 新 功能 的 蛋白 质 ,， 使 几 百 万 年 的 自然 进化 过 程 
在 短期 内 得 以 实现 。 它 不 需要 事先 了 解 酶 的 空间 结构 和 催化 机 制 。 如 改造 来 自 Bacillus subti- 
必 的 酯 酶 ， 通 过 连续 的 易 错 PCR 及 DNA 混 编 (DNA shuffling) ， 成 功 得 到 一 株 含 重组 酶 的 
重组 菌 。 该 重组 菌 对 二 甲 基 甲 酰胺 (DMF) 的 耐 受 性 提高 显著 ,在 15% 的 二 甲 基 甲 酰胺 溶 
液 中 水 解 对 硝 基 葵 甲 酯 的 活力 提高 了 150 倍 。 研 究 报导 采用 定向 进化 重组 的 方法 ( 易 错 
PCR 、 饱 和 诱 变 、 交 错 延 伸 法 等 ) 同时 优化 了 嗜 冷 枯草 杆菌 蛋白 酶 S41 的 热 稳 定性 及 催化 活 
性 。 重 组 酶 在 61% 时 半 训 期 比 野 生 型 高 了 500 倍 ， 催 化 效率 在 很 大 温度 范围 内 (10 ~60%C ) 
也 有 大 幅度 的 提高 。 
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9.5.3 ”重组 细胞 的 抗 逆 性 改造 研究 


除了 直接 改造 酶 来 提高 酶 的 耐 受 性 ， 还 可 以 对 酶 的 载体 细胞 进行 改造 ， 提 高 细胞 对 恶劣 
环境 的 耐 受 性 ， 比 如 ， 耐 热 、 耐 渗透 压 、 耐 药性 以 及 耐酸 ( 碱 ) 和 耐 有 机 溶剂 等 。 对 细胞 
的 抗 逆 性 进行 改造 ， 可 以 采用 基因 工程 和 代谢 工程 手段 ,通过 强化 某 些 目的 基因 的 表达 或 阻 
断 某 些 抑 制 基因 的 表达 来 实现 ， 当 然 也 可 以 通过 常用 的 诱 变 育 种 、 原 生 质 体 融 合 及 菌株 驯化 
方法 来 实现 。 如 上 节 所 述 ， 利 用 原生 质 体 融合 技术 产生 的 耐 热 酵母 细胞 可 以 在 35%C 和 糖蜜 
浓度 22% (质量 分 数 ) 的 条 件 下 生长 。 

然而 ， 细 胞 的 抗 逆 性 表 型 是 受 许多 基因 影响 的 。 传 统 的 基因 与 代谢 工程 研究 方法 的 对 象 
通常 是 单个 目的 基因 或 多 个 目的 基因 的 敲 除 与 高 表达 策略 ， 以 及 对 特定 转录 因子 或 DNA 结 
合 位 点 的 重组 修饰 。 这 些 方 法 往往 局 限于 不 能 获得 同步 的 、 全 局 的 最 优 结 果 。2006 年 ， 研 
究 人 员 提 出 了 一 种 微生物 抗 逆 性 改造 的 新 方法 一 一 全 局 转录 机 器 工程 ( global transcriptional 
machinery engineering, GTME) 。 以 基因 转录 机 器 一 一 RNA 聚合 酶 (RNA polymerase, RNAP) 
为 对 象 ， 在 基因 和 细胞 水 平 上 采用 全 局 转录 调控 方法 对 微生物 细胞 进行 目的 性 能 的 全 局 
强化 。 

RNA 聚合 酶 能 够 执行 多 功能 ， 首先 识别 DNA 双 链 上 的 启动 子 ; 然后 使 DNA 在 启动 子 
处 解 链 成 单 链 ; 通过 阅读 启动 子 序 列 ，RNA 聚合 酶 确定 它 自己 的 转录 方向 和 模板 链 ; 接着 
以 核糖 核 苷 三 磷酸 (rNTP) 为 底 物 ， 以 DNA 的 模板 链 为 模板 ， 在 无 需 引 物 的 情况 下 起 始 链 
的 合成 并 按 一 3 方向 互补 延伸 ;最 后 当 它 达到 终止 子 时 ， 可 以 通过 识别 终止 子 序列 来 停止 
转录 。 形 象 地 说 ，RNAP 就 像 是 细胞 体内 的 一 台 多 功能 、 高 性 能 的 “转录 机 器 ” ( transcrip- 
tion machinery/ vehicle ) ， 将 遗传 物质 DNA 与 生物 功能 表现 者 蛋白 质 联系 起 来 。 

细菌 RNA 聚合 酶 由 5 种 不 同 的 亚 基 构成 。 首 先 包含 一 个 由 a、B、B' 和 w 亚 基 组 成 的 
aq2BB'w 核心 酶 ， 男 外 还 有 一 个 单独 的 o 亚 基 ， 与 RNA 聚合 酶 核心 酶 结合 后 形成 RNAP 全 
酶 (holoenzyme)。 其 中 ,a 亚 基 的 功能 主要 是 进行 RNAP 的 连接 与 装配 ， 同 时 可 能 参与 全 
酶 与 启动 子 上 游 序 列 和 激活 子 的 识别 与 牢固 结合 ; 而 o 亚 基 则 能 够 特异 性 地 识别 与 结合 基 
因 启 动 子 的 -35 和 -10 区 ， 从 而 激活 基因 的 转录 过 程 (图 9-16)。o 亚 基 也 被 称 为 o 因子 
(sigma factor) ， 这 一 族 调控 蛋白 的 基本 功能 就 是 增加 RNAP 对 特定 启动 子 的 特异 性 结合 ， 
将 封闭 的 启动 子 复合 物 转 换 成 开放 的 状态 ; 一 旦 转录 起 始 ，c 因子 即 从 全 酶 中 脱离 。 目 前 大 
肠 杆菌 中 发 现 的 c 因子 有 7 种 ,分 别 为 : o” (go”)、o (oo*)、o (oo*)、o" (co )、 
or  (o”)、or (o*) 和 o**。 其中,，o? 是 最 主要 的 og 因子 (primary/housekeeping o fac- 
tor) ， 负 责 与 细胞 生长 相关 的 1000 多 个 基因 的 转录 控制 ; cs 则 负责 细胞 稳定 期 与 压力 响应 
相关 的 100 多 个 基因 的 转录 调控 ; o" 调控 细胞 的 热 应 激 响应 与 压力 响应 基因 ( 约 40 个 ) ; 
or 则 控制 约 5 个 极端 热 应 激 响应 及 外 细胞 质 基 因 。 

微生物 RNA 聚合 酶 对 成 百 上 千 个 基因 的 全 局 转录 调控 功能 ， 决 定 了 RNA 聚合 酶 的 基因 
突变 能 够 同时 引起 众多 基因 表达 强度 的 同步 变化 ， 从 而 使 全 局 最 优 目的 表 型 的 高 效 筛选 成 为 
可 能 。 

通过 构建 o 因子 : o” 基 因 wpoD 的 全 局 转录 突变 文库 ， 研 究 人 员 成 功 地 在 大 肠 杆菌 中 筛 
选 得 到 乙醇 耐 受 性 提高 到 70g . 工 - 的 重组 突变 株 。 接 着 ,人 研究 人 员 又 证 实 了 全 局 转录 机 器 
工程 在 酿酒 酵母 中 的 可 行 性 ， 并 成 功 筛选 到 一 株 葡 萄 糖 / 乙 醇 耐 受 性 显著 提高 的 重组 菌 ， 既 
能 够 耐 受 生物 乙醇 生产 初始 时 的 高 浓度 葡萄 糖 ， 也 能 够 耐 受 后 期 的 高 浓度 乙醇 。 采 用 类 似 的 
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激活 子 RNA 聚 合 酶 


图 9-16 ”RNA 聚合 酶 o 因子 与 a 亚 基 的 功能 示意 图 
o 因子 特异 性 地 识别 基因 启动 子 的 -35 区 和 -10 区 ， 并 激活 转录 过 程 的 开始 ; a 亚 基 则 在 C - 末端 域 
(CTD) 牢固 结合 某 些 启动 子 的 上 游 区 域 (UP) 或 激活 子 , 在 N -末端 域 (NTD) 结合 RNA 聚合 酶 


思路 ， 还 获得 了 木 糖 利用 率 从 0 提高 到 98. 2% 的 突变 株 。 全 局 转录 机 器 工程 同样 适用 于 高 产 且 
水 合 酶 的 红 球菌 。 研 究 人 员 利 用 该 方法 成 功 筛选 到 一 株 丙 烯 酰胺 耐 受 性 显著 提高 的 重组 菌 ， 在 
40% 丙烯 酰胺 溶液 浸泡 下 ， 重 组 菌 膊 水 合 酶 的 酶 活力 半衰期 可 以 提高 到 出 发 菌株 的 2.6 售 。 

还 有 研究 人 员 则 针对 RNA 聚合 酶 的 a 亚 基 进 行 随机 突变 ， 在 转录 水 平 上 产生 对 细胞 表 型 调 
控 的 全 局 扰动 ， 继 而 筛选 获得 各 种 性 能 提升 的 细胞 表 型 。 结 果 表 明 ，RNA 聚合 酶 a 亚 基 的 突变 不 
仅 可 以 提高 重组 菌株 对 丁 醇 的 耐 受 性 ， 还 可 以 显著 促进 透明 质 酸 和 万 酷 氨 酸 的 重组 合成 。 

与 RNAP 的 调控 功能 相反 ， 基 因 的 启动 子 是 RNAP 的 识别 和 调控 对 象 。 当 保持 RNAP 的 
序列 不 变 ， 而 对 启动 子 序列 进行 突变 修饰 时 ， 同 样 可 以 改变 RNAP 和 启动 子 的 识别 与 结合 特 
异性 ， 从 而 改变 该 启动 子 调控 的 目的 基因 的 表达 强度 ， 乃 至 启动 子 诱导 表达 的 方式 。 最 新 的 
启动 子 工程 研究 表明 ， 构 建 启 动 子 突变 库 筛 选 不 同 的 启动 子 表 型 来 精密 调控 基因 的 表达 也 是 
非常 有 效 的 新 方法 。 研 究 发 现 ， 对 入 PL 启动 子 的 突变 可 以 大 大 强化 GFP 荧光 和 蛋白、 磷酸 烯 
醇 丙 酮 酸 羧 化 酶 和 磷酸 脱氧 木 酮 糖 合成 酶 的 表达 水 平 ， 同 样 的 研究 结论 也 在 酿酒 酵母 系统 内 
得 到 。 通 过 随机 设计 启动 子 -35 和 - 10 保守 区 之 间 的 间距 ， 成 功 构 建 了 元 lactis 的 人 工 启动 
子 突变 库 ， 可 以 应 用 于 微生物 抗 逆 性 的 研究 中 。 

人 工 转录 因子 突变 库 的 构建 与 应 用 也 取得 了 明显 的 进展 。 以 转录 后 的 修饰 控制 元 件 为 对 
象 ， 如 mRNA 二 级 结构 、RNA 酶 (RNase) 的 剪 切 位 点 等 建立 了 突变 库 来 优化 调控 人 工 操纵 子 
内 不 同 基因 的 表达 ， 也 取得 了 良好 的 效果 。 针 对 与 激活 /抑制 转录 因子 关联 的 锌 指 蛋白 模 体 进 
行 突变 ， 在 酿酒 酵母 中 也 筛选 获得 了 对 耐 热 、 耐 渗透 压 以 及 耐 药性 显著 提高 的 突变 表 型 。 

在 将 来 的 研究 中 ， 除 具有 生长 调控 功能 的 c 因子 c" 、c'* 外， 还 可 以 对 调控 几 十 种 热 应 激 
响应 基因 的 o 因子 of 和 cz 等 进行 抗 逆 性 改造 研究 。 对 RNAP 其 他 亚 基 进行 随机 突变 研究 的 
可 行 性 也 值得 探索 。 而 对 应 转录 过 程 的 起 始 、 延 伸 和 终止 ， 乃 至 转录 后 修饰 控制 的 各 个 关键 环 
节 ， 进 行 随机 突变 以 产生 全 局 扰动 并 进行 全 局 转录 调控 研究 ， 也 将 引起 越 来 越 多 的 兴趣 。 


9.6 ”重组 微生物 培养 过 程 中 的 关键 问题 


基因 重组 菌 的 发 酵 目 的 是 通过 外 源 基 因 的 高 表达 获得 目的 蛋白 ， 或 者 通过 胞 内 代谢 途径 

的 变化 合成 新 的 代谢 产物 ， 阻 断代 谢 副 产物 或 强化 目的 代谢 产物 的 生产 等 。 基 因 重 组 微生物 
和 野生 菌株 一 样 ， 都 要 经 过 发 酵 培 养 过 程 才能 实现 各 种 目的 蛋白 或 者 目的 产物 的 高 效 生产 。 
因此 ， 重 组 微生物 的 生产 性 能 ， 一 方面 通过 基因 工程 手段 来 提升 ; 另 一 方面 则 依赖 于 合理 的 
发 酵 工艺 。 根 据 重 组 微生物 的 遗传 性 能 和 发 酵 放 大 的 特点 ， 进 行 良 好 的 发 酵 缸 设计 、 合 理 的 
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发 酵 过 程控 制 以 及 操作 工艺 优化 ， 都 可 以 充分 发 挥 重组 菌 的 生产 能 力 ， 保 证 大 规模 产业 化 过 
程 的 顺利 进行 。 

重组 微生物 在 培养 过 程 中 应 重视 如 下 关键 问题 : 

1. 种 子 的 质量 ”种子 是 微生物 发 酵 生产 的 起 步 。 种 子 的 质量 直接 影响 菌株 的 生产 能 力 。 
基因 重组 微生物 通常 在 质粒 载体 或 基因 组 上 携带 抗生素 抗 性 基因 ， 因 此 可 以 通过 添加 相应 抗 
生 素 的 甘油 管 或 抗 性 平板 加 以 稳定 保藏 。 另 外 ， 由 于 对 接种 量 的 限制 和 降低 染 菌 概率 的 考 
虑 ， 工 业 规模 的 发 酵 过 程 通常 不 能 将 实验 室 制 备 的 种 子 直 接 接种 到 发 酵 负 中 ， 而 是 需要 逐 级 
放大 的 过 程 。 对 于 含 质 粒 的 重组 微生物 ， 为 了 保证 种 子 的 质量 ， 可 以 在 种 子 培养 基 中 加 入 适 
量 的 抗生素 ， 以 保证 质粒 的 遗传 稳定 性 ， 并 避免 杂 菌 的 污染 。 但 在 较 大 的 种 子 钠 乃 至 吨 级 以 
pd 通常 不 加 入 抗生素 ， 以 避免 环境 中 抗生素 的 扩散 问题 以 及 降低 生产 成 本 。 当 

， 影 响 野 生 菌 种 子 质 量 的 其 他 因素 ， 比 如 种 子 的 传代 次 数 、 种 子 培养 基 的 配方 和 培养 条 
和 接种 种 龄 和 接种 量 等 ， 同 样 也 影响 重组 微生物 的 种 子 质量 。 

2. 菌株 的 稳定 性 ”重组 微生物 发 酵 的 稳定 性 一 方面 取决 于 种 子 的 质量 ， 另 一 方面 也 取 
决 于 菌株 本 身 的 稳定 性 。 对 于 含 质粒 重组 菌 ， 菌 株 的 稳定 性 主要 指 质粒 载体 的 遗传 稳定 性 ; 
对 于 不 含 质粒 的 重组 菌 ， 则 指 染 色 体 上 基因 的 回复 突变 或 转 座 突变 等 的 概率 。 其 中 ， 在 正常 
培养 条 件 下 ， 不 含 质粒 重组 微生物 的 染色 体 突 变 概率 相对 较 低 ， 本 章 所 述 的 重组 菌 的 稳定 
性 ， 主 要 是 指 含 质粒 重组 微生物 的 质粒 稳定 性 。 

3. 合理 的 发 酵 工艺 ” 它 是 重组 微生物 培养 的 男 一 个 关键 环节 。 这 里 所 说 的 发 酵 工艺 包 
括 的 范围 比较 广泛 ， 大 至 整个 发 酵 过 程控 制 及 其 与 分 离 过 程 的 耦合 设计 ， 分 批 培 养 、 补 料 分 
批 培 养 乃 至 连续 培养 等 培养 方式 的 确定 ， 小 至 发 酵 缸 和 搅拌 桨 的 设计 与 操作 、 培 养 基 配方 的 
优化 、 培 养 温度 、pH、 溶 氧 等 培养 条 件 的 确定 等 ， 都 和 重组 微生物 的 生产 能 力 密切 相关 。 

一 般 情况 下 ， 重 组 微生物 的 最 终 产 率 取 决 于 2 个 要 素 : 细胞 培养 密度 和 单 细胞 的 生产 能 
eda A en te nama er ht enn ian 
基因 的 高 表达 ， 使 每 个 细胞 的 产能 达到 最 优 一 一 最 终 实现 目的 产物 的 高 效 生 产 。 

re 密度 培养 技术 是 现代 发 酵 工 程 的 重要 内 容 。 外 源 基因 的 高 水 平 表 达 或 目的 代谢 
产物 的 大 量 合成 ， 同 时 与 重组 细胞 的 遗传 性 能 和 环境 条 件 密 切 相关 。 对 于 一 株 遗 传 性 能 优越 
的 基因 工程 菌株 ， 通 过 合理 的 发 酵 工 艺 创造 合适 的 细胞 生长 和 产物 合成 的 环境 条 件 ， 就 可 以 
获得 高 产 的 目的 产物 。 

对 于 不 携带 外 源 质粒 的 重组 细胞 ， 一 般 采 用 与 野生 菌株 类 似 的 方法 ， 对 发 酵 条 件 进 行 实验 设 
计 ， 并 根据 重组 细胞 的 遗传 性 能 对 发 酵 工艺 进行 优化 调整 ， 最 终 获 得 优选 的 发 酵 培 养 新 工艺 。 

与 野生 菌 不 同 的 是 ， 对 于 携带 质粒 的 重组 微生物 ， 还 需要 考虑 质粒 上 外 源 基因 的 高 表 
达 ， 尤 其 是 对 于 含有 诱导 型 质粒 的 重组 微生物 ， 需 要 额外 考虑 外 源 基 因 的 诱导 表达 方式 及 诱 
导 条 件 等 。 比 如 ， 对 于 采用 pET 系列 质粒 表达 目的 蛋白 或 工业 酶 的 重组 大 肠 杆 菌 ， 需 要 在 
发 酵 培养 过 程 中 确定 什么 时 候 、 多 少量 、 采 用 何 种 诱导 剂 或 诱导 方式 ( IPTG、 乳 糖 或 升温 ) 
来 启动 质粒 载体 上 外 源 基因 的 高 表达 ; 诱导 后 是 否 需 要 切换 培养 温度 或 bH， 以 强化 外 源 蛋 
白 的 可 溶性 、 活 性 表达 等 。 

重组 微生物 的 高 密度 培养 工艺 近年 来 受到 许多 研究 人 员 的 重视 ， 并 产生 很 多 学 科 交 叉 的 
前 沿 问题 。 比 如 ， 为 了 实现 重组 微生物 的 高 密度 发 酵 培 养 ， 细 胞 群体 效应 信号 分 子 和 信和 号 传 
导 问 题 正成 为 国内 外 的 研究 热点 。 而 为 了 解决 反应 器 和 搅拌 桨 设计 以 及 发 酵 过 程 放 大 效应 
等 ， 计 算 机 流体 力学 模拟 方法 的 研究 和 应 用 也 越 来 越 深 入 和 广泛 。 另 外 ， 基 因 重 组 微生物 在 
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细胞 培养 和 产物 合成 过 程 中 ,细胞 的 生理 代谢 状态 和 胞 内 的 物质 和 能 量 分 配 会 发 生 很 大 的 改 
变 ， 这 种 变化 反 过 来 又 会 影响 到 重组 蛋白 的 合成 和 目的 产物 的 积累 ， 从 而 也 会 影响 到 下 游 的 
产物 分 离 纯化 和 回收 过 程 。 比 如 ， 重 组 细胞 中 外 源 蛋 白 的 过 量 表 达 会 降低 重组 菌 的 最 大 摄 氧 
能 力 ， 从 而 使 得 乙酸 副 产 物 更 容易 积累 ， 不 利于 重组 细胞 的 生长 和 目的 蛋白 的 表达 ; 重组 蛋 
白 或 重组 产物 的 过 量 积 累 还 会 影响 到 细胞 的 通 透 性 、 肽 链 翻 译 的 准确 率 、 细 胞 的 形态 和 分 裂 
能 力 等 。 为 此 ， 宿 主 细胞 为 了 适应 大 量 额 外 的 代谢 信号 ， 经 常会 产生 一 系列 的 应 激 反应 以 维 
持 细胞 的 正常 功能 和 生存 。 
重组 微生物 的 细胞 生长 动力 学 参见 第 5 章 。 


9.7 ”重组 微生物 的 综合 评价 


如 引言 中 所 述 ， 在 能 源 、 资 源 短缺 制约 国家 经 济 持续 发 展 、 影 响 国 家 安全 的 形势 下 ， 工 
业 生 物 加 工 过 程 是 降低 对 化 石 资源 依赖 、 增 加 目标 产物 新 品种 和 提高 产品 性 能 的 有 效 途 径 ; 
对 于 维护 可 持续 发 展 的 和 谐 生态 环境 具有 重要 意义 。 为 此 ， 工 业 生 物 过 程 的 核心 生物 酶 
催化 剂 或 微生物 细胞 工厂 的 重组 改造 与 高 效 制备 ,已 经 引起 了 世界 各 国政 府 、 科 人 研 单位 以 及 
企业 界 的 全 面 和 高 度 重视 。 

随 着 和 蛋白质 工 程 、 细 胞 工程 和 代谢 工程 以 及 基因 组 学 、 蛋 白质 组 学 和 系统 生物 学 等 生物 
相关 学 科 的 高 速 发 展 ， 以 及 分 子 生物 学 技术 手段 的 飞速 进步 ， 对 微生物 进行 重组 改造 的 方法 
和 策略 也 越 来 越 丰富 、 越 来 越 先进 ; 微生物 性 能 的 改善 和 提升 程度 也 随 之 越 来 越 显 著 。 总 体 
而 言 ， 相 对 于 野生 菌株 ， 基 因 重 组 微生物 不 仅 具 有 更 优异 的 性 能 ， 而 且 其 性 能 的 改造 还 可 以 
随 着 生物 技术 的 发 展 而 不 断 提升 。 

在 最 新 的 质粒 稳定 性 研究 中 ， 开 发 了 一 种 全 新 的 化 学 诱导 染色 体 进化 (chemically in- 
duced chromosomal evolution) 新 方法 ， 可 以 在 没有 质粒 载体 的 情况 下 ， 实 现 目标 基因 在 染色 
体 上 的 多 拷贝 高 表达 ， 从 而 不 存在 质粒 不 稳定 问题 。 在 最 近 的 细胞 代谢 工程 改造 研究 中 ， 报 
道 了 运用 多 元 自动 基因 组 工程 (multiplex automated genome engineering) 加 速 进化 重组 细胞 
的 新 方法 。 通 过 入 -Red 辅助 重组 ， 在 单 链 寡 核 背 酸 中 大 规模 引入 目标 代谢 途径 中 的 各 个 基因 
的 插入 和 敲 除 突 变 ， 建 立 多 元 复合 基因 突变 库 ， 进 而 通过 对 同一 细胞 的 循环 转化 ， 实 现 多 个 
目标 位 点 的 同时 定位 、 突 变 ， 而 且 通 过 自动 化 装置 的 设计 和 构建 ， 实 现 了 细胞 代谢 途径 的 连 
续 、 自 动 控制 改造 。 对 于 多 目标 蛋白 的 协同 表达 ， 最 新 报道 的 合成 代谢 管道 新 方法 创造 性 地 
解决 了 多 和 蛋白 表达 量 不 匹配 的 问题 ， 通 过 支架 在 空间 上 顺序 排 布 代谢 途径 中 的 多 个 蛋白 ， 且 
通过 不 同 的 比例 进行 排 布 ， 实 现 了 代谢 流量 的 模块 控制 和 重要 产物 的 高 效 产 出 。 

总 之 ， 在 工业 生产 实践 中 ， 基 因 重 组 微生物 既 可 以 通过 外 源 质粒 载体 的 构建 和 引入 高 表 
达 和 蛋白 酶 ， 制 备 生 物 酶 制剂 或 酶 催化 剂 ， 还 可 以 通过 胞 内 代谢 途径 改造 以 及 基因 复制 、 转 录 
或 翻译 等 环节 的 调控 策略 进行 胞 内 合成 、 胞 外 分 泌 或 整 细胞 催化 生产 目标 产物 。 在 不 久 的 将 
来 ， 基 因 重组 微生物 在 工业 生物 技术 中 的 应 用 过 程 中 必 将 全 面 取代 野生 菌株 ,在 生物 法 生产 
化 学 品 、 医 药 产品 中 间 体 以 及 生物 材料 、 生 物 能 源 等 领域 发 挥 至 关 重 要 的 作用 。 


本 章 小 结 

本 章 在 论述 工业 生物 技术 重要 性 的 基础 上 ， 对 重组 微生物 的 构建 方法 和 反应 动力 学 基 

尤其 是 质粒 稳定 性 问题 及 解决 质粒 不 稳定 性 问题 的 策略 进行 了 阐述 ; 对 利用 重组 微 生 
3 


础 


证 


E 物 反应 工程 原理 


物 生产 蛋白 酶 的 基本 策略 以 及 异 源 蛋白 在 酵母 菌 中 的 重组 表达 进行 了 介绍 ; 对 利用 重组 微 生 
物 生 产 细 胞 代谢 产物 的 方法 和 进展 ， 包 括 可 生物 降解 材料 、 透 明 质 酸 、 胰 岛 素 、 生 物 乙醇 等 
实例 ， 进 行 了 详细 的 说 明 ; 进一步 从 重组 酶 和 重组 细胞 两 个 不 同 的 角度 ， 简 要 介绍 了 微生物 
抗 逆 性 的 研究 进展 及 全 局 转录 机 器 工程 新 方法 。 最 后 ， 本 章 对 重组 微生物 培养 过 程 中 的 关键 
问题 进行 了 阐述 ， 介 绍 了 重组 微生物 的 高 密度 发 酵 培 养 策略 ， 强 调 了 重组 微生物 的 重要 应 用 


前 景 。 
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习 题 


1. 基因 重组 微生物 通常 可 以 分 为 哪 两 类 ? 各 有 什么 特点 和 适用 范围 ? 

2. 基因 工程 菌 的 遗传 不 稳定 性 的 两 种 主要 表现 形式 是 什么 ? 影响 质粒 载体 稳定 性 的 主 
要 因素 有 哪些 ? 

3. 解决 基因 工程 菌 的 质粒 分 离 不 稳定 性 的 对 策 有 哪些 ”你 认为 哪 种 方式 更 有 效 ? 

4. 实验 室 中 ， 你 的 研究 课题 是 要 高 效 制 备 可 溶 的 头孢 菌 素 C 酰 化 酶 。 你 应 该 从 哪些 方 
面 人 手 去 制订 实验 方案 ? 

5. 现 有 活 菌 数 为 每 毫升 2. 0 x10" 个 的 大 肠 杆菌 感受 态 细胞 悬浮 液 ， 用 于 外 源 重组 质粒 
的 转化 。 在 100hl 感受 态 细胞 溶液 中 加 入 2hl 质粒 溶液 (质粒 浓度 100ug . ml-:) 进行 转 
化 。 转 化 后 的 菌 悬 液 取 50kl 涂 布 在 不 含有 抗生素 的 固体 培养 基 平板 上 和 含有 抗生素 的 同样 
尺寸 的 固体 平板 上 。 前 者 得 到 160 个 单 菌落 ， 后 者 得 到 89 个 单 菌落 。 根 据 上 述 信息 ， 分 别 
计算 

(1) 以 活 菌 为 基准 的 质粒 转化 效率 (% ) ; 

(2) 以 DNA 为 基准 的 质粒 转化 效率 〈 细 胞 /ug 质粒 )? 

6. 利用 重组 微生物 ， 以 胞 内 合成 方式 或 胞 外 分 泌 方 式 生 产 目的 代谢 产物 ， 你 认为 关键 
的 要 素 各 有 哪些 ? 

7. 利用 重组 微生物 的 整 细 胞 作为 催化 剂 ， 以 游离 细胞 或 固定 化 细胞 的 方式 生产 目的 产 
物 时 ， 你 认为 关键 的 要 素 有 哪些 ? 

8. 重组 微生物 的 发 醇 培 养 过 程 需要 注意 哪些 问题 ? 

9. 诱导 型 启动 子 和 组 成 型 启动 子 各 有 什么 优 、 缺 点 ?分 别 适用 于 什么 样 的 重组 体系 ? 
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【重要 概念 】 
细胞 工程 、 细 胞 凋 亡 、 细 胞 周期 、 细 胞 系 、 固 定 化 培养 、 是 浮 培养 、 贴 壁 培养 、 动 物 细 


胞 生长 动力 学 、 植 物 细胞 培养 体系 、 剪 切 应 力 


引言 


动 ,植物 细胞 反应 过 程 、 酶 促 反应 过 程 和 微生物 细胞 反应 过 程 共同 组 成 了 生物 反应 过 程 ， 
ee ea 
过 程 的 重要 组 成 部 分 ， 是 全 面 了 解 和 掌握 生物 反应 工程 必 不 可 少 的 内 容 。 同 时 ， 动 植物 细 
胞 “催化 剂 ”具有 优 于 其 他 生物 催化 剂 的 特点 和 优势 ， 其 在 基础 研究 及 应 用 方面 均 发 挥 着 
重要 的 作用 。 动 .植物 细胞 反应 工程 研究 主要 包括 动 .植物 细胞 工程 和 动 植物 细胞 反应 过 程 
控制 及 动 植物 细胞 反应 工程 的 应 用 等 。 由 于 动 植物 细胞 工程 涉及 的 研究 对 象 及 相关 技术 差 
异 较 大 ， 本 章 将 分 别 从 动物 细胞 工程 和 植物 细胞 工程 两 大 部 分 进行 介绍 。 动 .植物 细胞 培养 


技术 发 展 史 见 表 10-1。 
表 10-1 
植物 细胞 培养 技术 发 展 


动 、 植 物 细胞 培养 技术 发 展 史 对 照 表 


动物 细胞 培养 技术 发 展 


1756 年 ，Moncean 首先 发 现 植物 在 受伤 愈合 的 
组 织 皮层 内 能 产生 芽 。 


1907 年 ， 美 国 的 Harrison 在 世界 上 首次 将 蛙 的 神经 组 
织 在 试管 内 培养 ， 创 立体 外 组 织 培养 法 。 


1902 年 ，G. Haberlandt 提出 高 等 植物 的 组 织 
器 官 可 以 不 断 分 割 ， 直 到 单个 细胞 ， 并 进行 了 
植物 叶肉 细胞 、 腺 毛细 胞 、 散 细胞 、 气 孔 保 卫 
细胞 、 表 皮 细胞 的 培养 试验 。 


1911 年 ，Carrel 发 现 了 鸡 胚 浸 出 液 对 于 某 些 细胞 的 生 
长 具有 很 强 的 促进 效应 ， 还 把 无 菌 技 术 引 到 了 组 织 培 
养 技 术 中 ， 在 不 含 抗 菌 素 的 培养 条 件 下 使 鸡 胚 心脏 细 
胞 维持 生存 了 34 年 ， 先 后 继 代 3400 次 , 证 明 动 物 细 
胞 有 可 能 在 体外 无 限 地 生长 。 


1904 年 ，Hanning 对 萝卜 和 辣 根 菜 未 成 熟 胚 进 
行 培养 ， 离 体 胚 可 以 充分 发 育 并 提早 形成 小 苗 。 


1951 年 ，Earle 等 开发 了 能 促进 动物 细胞 体外 培养 的 培 


20 世纪 30 年 代 ，White 和 Gautheret 等 首次 建立 
了 植物 细胞 和 器 官 培养 技术 。 


1957 年 ，Graff 用 灌注 培养 法 创造 了 悬浮 细胞 培养 史上 
绝无仅有 的 每 升 (1 ~2) x10" 个 细胞 的 记录 ,标志 
着 现代 灌注 概念 的 诞生 。 


1958 年 ，Steward 等 和 Reinert 等 以 胡 葛 卜 为 材 
料 ， 首 次 通过 实验 证 实 了 Haberlandt 的 关于 细 
胞 全 能 性 的 设想 。 


1962 年 ，Capstile 成 功 地 大 规模 悬浮 培养 小 鼠 


肾 细 胞 


(BHK) ,标志 着 动物 细胞 大 规模 培养 技术 的 起 步 。 


1964 一 1966 年 ，Guha 和 Maheshwari 在 毛 曼 陀 罗 
花粉 培养 中 诱导 未 成 熟 花粉 形成 单 倍 体 。 
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1967 年 ， Van Wezel 用 DEAE - Sephadex A50 为 载体 培 
养 动物 细胞 获得 成 功 。 
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植物 细胞 培养 技术 发 展 


动物 细胞 培养 技术 发 展 


1967 年 ，Kaul 和 Staba 采用 多 升 发 酵 缸 对 小 阿 
米 (4mmi visnaga) 进行 了 细胞 大 量 培养 的 研 
究 ， 首 次 利用 该 方法 得 到 了 药 用 成 分 呐 喃 色 酮 。 


1975 年 ，Sato 等 在 培养 基 中 用 激素 代替 血清 使 垂体 细 
胞 株 GH3 在 无 血清 介质 中 生长 获得 成 功 ， 预 示 着 无 血 
清 培 养 技术 的 诱 人 前 景 。 


1971 年 ，Takebe 等 从 烟草 叶肉 细胞 分 离 得 到 原 
生 质 体 ， 并 培养 成 完整 的 植株 。 


1975 年 ，Kobhler 和 Milstein 成 功 地 融合 了 小 鼠 B 淋巴 
细胞 和 骨髓 瘤 细 胞 而 产生 能 分 泌 预 定单 克隆 抗体 的 杂 
交 瘤 细胞 。 


1972 年 ，Carlson 对 2 个 种 的 烟草 原生 质 体 进行 
了 融合 培养 ， 并 成 功 获得 第 一 个 体 细胞 杂交 的 
杂种 植株 。 


1986 年 ，DemoBiotech 公司 首次 用 微 吉 化 技术 大 规模 培 
养 杂 交 瘤 细胞 生产 单 克隆 抗体 获得 成 功 。 


1983 年 ， 日 本 三 井 石 油 公司 首次 利用 培养 的 紫 
草 细胞 生产 出 紫 草 宁 。 


1989 年 ，Konstantinovti 首次 提出 大 规模 细胞 培养 过 程 
中 的 生理 状态 控制 ， 更 新 了 传统 细胞 培养 工艺 中 优化 
控制 理论 。 


1990 年 ， 代 谢 工程 开始 出 现 ， 结 合 基 因 工 程 技 
术 ， 对 植物 细胞 引入 关键 基因 ， 影 响 细 胞 的 代 
谢 ， 如 通过 转基因 技术 使 颠 茄 植物 的 天 仙子 胺 
到 东 草 营 碱 的 转化 增强 。 


10.1 动 、 植 物 细胞 工程 概论 


1997 年 ，Wilmut 等 首 例 报道 了 世界 第 一 只 克隆 羊 多 莉 
的 诞生 。 证 明了 哺乳 动物 高 度 分 化 的 细胞 同样 含有 全 
套 遗传 信息 ， 亦 能 在 一 定 条 件 下 发 育成 动物 个 体 ， 进 
一 步 证 明了 动物 细胞 的 全 能 性 。 


动 、 植 物 细胞 工程 作为 生物 工程 学 科 领 域 中 迅速 发 展 起 来 并 具有 生物 技术 与 化 学 工程 理 


工 结合 特色 的 新 型 工程 学 ， 在 基础 研究 和 应 用 研究 方面 都 越 来 越 受 到 生物 技术 界 的 重视 ， 现 
已 成 为 生物 工程 学 科 主 要 前 沿 领域 之 一 。 利 用 人 工 培 养 的 动 、 植 物 细 胞 ， 可 以 分 离 和 鉴定 病 
毒 ， 进 行 遗传 工程 、 代 谢 及 其 调节 方面 的 研究 ， 并 能 根据 其 表达 产物 方面 的 优点 (如 转录 
后 修饰 等 ) ， 生 产 出 许多 与 人 类 健康 和 生存 密切 相关 的 生物 技术 产品 。 因 此 ， 动 、 植 物 细胞 
培养 工程 正在 逐步 形成 一 个 独特 的 高 新 技术 产业 ， 并 显示 出 巨大 的 工业 发 展 前 景 。 

细胞 工程 是 现代 生物 工程 的 重要 组 成 部 分 ， 它 出 现 于 20 世纪 70 年 代 末 至 80 年 代 初 ， 
是 在 细胞 或 细胞 器 水 平 上 改变 细胞 的 遗传 特性 或 通过 大 规模 细胞 培养 以 获得 人 们 所 需 物质 的 
技术 。 通 常 ， 细 胞 工程 根据 其 研究 细胞 类 型 的 不 同 分 为 动物 细胞 工程 和 植物 细胞 工程 。 


动 、 植 物 细胞 概述 


1665 年 ， 英 国 物 理学 家 胡 克 ( Robert Hooke) 应 用 自制 显微镜 观察 到 了 “细胞 ”的 雏 
形 ， 人 类 便 揭 开 了 认识 细胞 的 序幕 。 随 着 显 微 观察 技术 的 发 展 及 对 细胞 结构 功能 认识 的 逐步 
深入 ， 德 国人 施 莱 登 (Matthias Jacob Schleiden) 和 施 旺 (Theodar Schwann) 在 1838 一 1839 
年 提出 了 细胞 党 说,“ 学 说 ”指出 一 切 动 、 植 物体 都 是 由 细胞 发 育 而 来 ， 并 由 细胞 和 细胞 产 
物 所 构成 ， 每 个 细胞 作为 一 个 相对 独立 的 单位 ， 既 有 它 “ 自 己 的 ”生命 ,又 对 与 其 他 细胞 
共同 组 成 的 整体 的 生命 有 所 助 益 ， 新 的 细胞 可 以 通过 老 的 细胞 繁殖 产生 ; 细胞 不 仅 是 生物 体 
的 构成 单位 ， 而 且 是 功能 单位 。“ 细 胞 学 说 ”的 提出 大 大 促进 了 细胞 相关 研究 和 应 用 学 科 的 
发 展 ， 细 胞 工程 学 和 细胞 工程 技术 均 是 在 对 细胞 有 足够 认识 的 基础 上 发 展 起 来 的 。 
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细胞 种 类 繁多 ， 个 体 差异 也 较 大 。 一 般 依 据 细胞 是 否 具 有 核 被 膜 分 为 原核 细胞 (pro- 
karyotic cell) 和 真 核 细 胞 ( eukaryotic cell) 。 无 论 是 真 核 细 胞 还 是 原核 细胞 ， 其 基本 结构 包 
括 细胞 膜 、 细 胞 质 和 细胞 核 或 核 区 ， 具 体 依据 细胞 的 类 型 不 同 ， 其 结构 组 成 有 所 差异 。 动 、 
植物 体 作 为 高 等 生物 ， 其 基本 组 成 单位 细胞 属于 真 核 细胞 。 动 、 植 物 细胞 体积 较 大 ， 内 有 细 
胞 核 和 众多 膜 系 构造 细胞 器 ， 分 别 行使 特异 的 功能 。 虽 然 同样 都 是 真 核 细 胞 ， 动 、 植 物 细胞 
结构 组 成 上 也 有 较 大 的 差异 : 植物 一 般 以 光合 自 养 的 营养 方式 存活 ， 多 数 植 物体 细胞 中 含有 
叶绿体 ， 将 光 能 转化 为 化 学 能 ， 将 无 机 物 转化 为 有 机 物 ， 而 动物 细胞 内 没有 叶绿体 的 结构 ; 
除了 叶绿体 之 外 ,植物 细胞 胞 内 一 般 有 液 泡 ， 胞 外 还 有 数 层 以 纤维 素 为 主要 成 分 的 细胞 壁 包 
围 在 细胞 膜 外 ， 这 些 都 是 动物 细胞 所 没有 的 结构 。 

动 、 植 物 细胞 在 结构 组 成 上 与 微生物 等 原核 生物 也 有 着 极 大 的 差别 ， 这 就 决定 了 其 培养 
性 能 及 代谢 活动 与 微生物 也 存在 着 显著 的 差异 。 动 、 植 物 细胞 相对 微生物 细胞 个 体 较 大 ， 一 
般 大 于 10km。 真 核 细 胞 由 于 有 核 膜 结 构 ， 将 细胞 核 与 细胞 质 分 隔 开 来 ， 其 基因 转录 与 翻译 
并 不 在 同一 场所 完成 ， 且 表达 产物 有 翻译 后 的 加 工 过 程 。 动 、 植 物 细胞 生长 繁殖 速率 慢 ， 细 
胞 耐 受 剪 切 应 力 能 力 弱 ， 营 养 要 求 高 ， 环 境 适 应 性 差 等 ( 表 10-2 ) 。 

表 10-2 微生物 和 动 、 植 物 细胞 的 培养 特征 
比较 项 目 微生物 动物 细胞 植物 细胞 

1 ~10pm 10 ~ 100km 10 ~ 100km 
可 以 多 数 细胞 需 附 着 表面 才 | 可 以 ， 但 易 结 团 ， 无 单 
能 生长 个 细胞 
简单 非常 复杂 较 复杂 
快 ， 倍 增 时 间 0.5 ~5h 慢 ， 倍 增 时 间 15 ~ 100h | 慢 ,， 倍增 时 间 24 ~74h 
内 部 、 激 素 内 部 、 激 素 
不 敏感 非常 敏感 能 忍受 广泛 范围 
胞 内 或 胞 外 胞 内 或 胞 外 
无 


大 小 
悬浮 生长 


营养 要 求 
生长 速率 
代谢 调节 


环境 敏感 

产物 存在 

细胞 分 化 

剪 切 应 力 敏感 
传统 变异 ， 筛 选 技术 
细胞 或 产物 浓度 
产物 种 类 


低 

广泛 使 用 

较 高 

疫苗 、 激 素 、 抗 体 、 生 
长 因子 、 免 疫 调 节 剂 等 ”| 有 机 化 合 物 等 


动 、 植 物 细胞 一 般 都 有 明显 的 细胞 周期 。 不 同 的 细胞 ， 细 胞 周期 不 同 。 培 养 细胞 的 周期 
短 ， 细 胞 增殖 大 于 细胞 耗损 ， 属 生长 旺盛 型 的 细胞 群 。 但 细胞 在 培养 过 程 中 ， 细 胞 周期 活动 
并 非 恒 定 ， 常 随 培 养 阶段 不 同 而 有 所 变化 ， 如 在 接种 或 传代 后 ， 细 胞 并 不 立即 进入 活跃 的 周 
期 活动 ,一 般 先 要 经 过 一 个 潜伏 期 。 潜 伏 期 是 细胞 适应 或 同化 培养 基 的 过 程 。 不 同 培养 细胞 
的 潜伏 期 长 短 不 一 样 : 传代 细胞 系 的 潜伏 期 短 ， 初 代 培 养 细胞 的 潜伏 期 长 ; 另外 潜伏 期 长 短 
也 与 接种 细胞 的 数量 有 关 ， 一 般 接 种 细胞 多 比 细胞 少时 潜伏 期 短 。 一 个 细胞 周期 就 是 细胞 一 
次 倍增 的 时 间 ， 而 各 种 细胞 倍增 的 时 间 也 不 同 。 培 养 中 “ 代 ” 的 概念 指 一 次 接种 到 再 培养 
的 时 间 ， 并 不 等 于 细胞 周期 。 实 际 细胞 传代 一 次 ， 细 胞 能 倍增 多 次 。 不 同类 型 的 细胞 其 培养 
周期 中 的 倍增 次 数 也 有 所 差异 。 然 而 ， 无 论 是 何 种 动 、 植 物 细 胞 ， 都 具有 处 于 有 丝 分 裂 时 期 
染色 体 呈 现 高 度 螺 旋 紧 缩 状 态 的 特点 ， 这 样 ， 既 不 利于 基因 外 调 ， 也 不 利于 外 源 基 因 的 皇 
入 ， 为 动 、 植 物 的 遗传 稳定 性 提供 了 可 靠 的 保证 。 
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10. 1.2 动 、 植 物 细胞 工程 的 地 位 及 主要 技术 组 成 


细胞 工程 与 基因 工程 、 酶 工程 、 发 酵 工程 共同 组 成 了 现代 生物 技术 的 主要 技术 内 容 ， 近 
年 来 又 加 入 了 蛋白质 工程 等 新 内 容 。 与 其 他 技术 不 同 ,细胞 工程 是 在 细胞 水 平 上 的 工程 技 
术 ， 是 连接 分 子 水 平 各 种 生物 大 分 子 和 个 体 水 平 各 种 器 官 、 系 统 的 综合 生命 活动 ， 细 胞 工程 
是 现代 生物 技术 间 的 桥梁 和 纽带 (图 10-1) 。 


蛋白 质 工程 细胞 融合 


体外 受精 和 胚胎 移植 
外 源 基因 导入 

于 细胞 与 组 织 工程 
其 他 


图 10-1 细胞 工程 地 位 及 主要 技术 


迄今 为 止 ， 人 们 在 细胞 操作 技术 方面 从 基因 水 平 、 细 胞 器 水 平 以 及 细胞 水 平等 多 层次 广 
泛 开 展 了 大 量 的 研究 工作 ， 在 细胞 培养 、 细 胞 融合 、 细 胞 代谢 产物 的 生产 和 克隆 等 方面 取得 
了 辉煌 的 成 就 ， 其 应 用 上 的 价值 越 来 越 受 到 人 们 的 重视 。 

随 着 现代 生物 工程 技术 的 发 展 ， 细 胞 工程 涉及 的 基本 技术 也 在 不 断 地 进步 。 动 物 细胞 工 
程 包括 动物 细胞 培养 、 动 物 细胞 融合 和 单 克 隆 抗体 、 细 胞 拆 合 和 胚胎 移植 、 干 细胞 工程 等 ， 
植物 细胞 工程 主要 研究 植物 组 织 培 养 、 植 物 原生 质 体 融 合 和 植物 细胞 遗传 转化 等 (图 10-1 ) 。 
其 中 动 、 植 物 细 胞 培养 技术 是 一 项 将 动 、 植 物 的 组 织 、 器 官 或 细胞 在 适当 的 培养 基 上 进行 无 
菌 培养 的 技术 ， 它 是 动 、 植 物 细胞 工程 的 重要 技术 之 一 ， 是 其 他 细胞 工程 技术 的 基础 。 


10. 1. 3 动 、 植 物 细胞 工程 的 应 用 


随 着 基因 工程 技术 的 发 展 ， 人 们 逐渐 认识 到 有 许多 基因 产物 不 能 在 原核 细胞 内 表达 ， 它 
们 需要 经 过 真 核 细胞 所 特有 的 翻译 后 修饰 ， 以 及 正确 的 切割 、 折 番 后 ， 才 能 形成 与 自然 分 子 
一 样 的 功能 和 抗原 性 ， 使 得 动 、 植 物 细胞 一 路 成 为 一 种 重要 的 宿主 细胞 ， 用 以 生成 多 种 生物 
制品 或 细胞 次 生 代谢 产物 ， 例 如 病毒 疫苗 、 淋 巴 因子 (干扰 素 和 白细胞 介 素 等 )、 单 克隆 抗 
体 、 肿 瘤 坏死 因子 及 紫杉醇 、 人 参 皂 背 等 植物 有 效 成 分 。 这 些 采 用 动 、 植 物 细 胞 大 规模 培养 
技术 生产 贵重 药品 及 保健 品 在 临床 诊断 、 治 疗 和 预防 等 方面 都 有 重要 意义 。 
细胞 工程 作为 科学 研究 的 一 种 手段 ， 它 已 经 渗入 到 现代 生活 的 各 个 方面 ， 成 为 现代 生物 
技术 必 不 可 少 的 配套 技术 。 在 农林 、 园 艺 、 医 学 等 领域 中 ， 细 胞 工程 正在 为 人 类 作出 巨大 的 
贡献 。 
第 一 ， 在 农业 生产 中 ， 利 用 细胞 工程 技术 进行 作物 育种 和 繁殖 ， 是 迄今 人 类 受益 最 多 的 
一 个 方面 。 采 用 花药 单 倍 体育 种 途径 ,培育 出 了 近 百 个 具有 优良 性 状 的 水 稳 品 种 (或 品系 ) 
和 30 多 个 小 麦 品 系 ， 较 常规 的 杂交 育种 ， 大 大 缩短 了 育种 周期 。 而 快 繁 脱 毒 技术 已 解决 了 
马 铃 慕 的 退化 问题 ， 实 现 了 香蕉 去 病毒 试管 苗 的 产业 化 和 商品 化 ， 大 大 提高 了 香 秦 的 产量 。 
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通过 植物 体 细胞 的 遗传 变异 ， 筛 选 各 种 有 经 济 意义 的 突变 体 。 

第 二 ， 在 临床 医学 与 药物 方面 ， 利 用 动物 细胞 融合 技术 和 细胞 大 规模 培养 技术 已 生产 和 
正在 生产 大 量 的 专 一 性 强 、 自 然 界 中 含量 少 的 医药 产品 。 自 1975 年 利用 动物 细胞 融合 技术 
首次 获得 单 克隆 抗体 以 来 ， 许 多 人 类 无 能 为 力 的 病毒 性 疾病 得 以 解决 。 用 单 克 隆 抗体 可 以 检 
测 出 多 种 病毒 中 非常 细微 的 株 间 差异 ， 鉴 定 细 菌 的 种 型 和 亚 种 。 这 些 都 是 传统 血清 法 或 动物 
免疫 法 所 做 不 到 的 ， 而 且 诊断 异常 准确 ， 误 诊 率 大 大 降低 。 例 如 ， 抗 乙 型 肝炎 病毒 表面 抗原 
(HBsAg) 的 单 克 隆 抗 体 ， 其 灵敏 度 比 当前 最 佳 的 抗 血清 还 要 高 100 倍 ， 能 检测 出 抗 血清 的 
60% 的 假 阴 性 。 同 时 ， 单 克隆 抗体 已 成 功 地 应 用 于 临床 治疗 ， 主 要 是 针对 一 些 还 没有 特效 药 
的 病毒 性 疾病 ， 尤 其 适用 于 抵抗 力 差 的 儿童 。 人 们 正在 研究 “生物 导弹 ”一 一 单 克 隆 抗体 
作为 载体 携带 药物 ， 使 药物 准确 地 到 达 癌 细胞 ， 以 避免 化 疗 或 放疗 把 正常 细胞 与 癌 细 胞 一 同 
杀 死 的 不 良 反 应 。 通 过 培养 、 诱 变 等 操作 或 细胞 融合 途径 生产 各 种 疫苗 、 菌 苗 、 抗 生 素 、 生 
物 活性 物质 、 抗 体 等 ， 大 大 提高 了 效率 。1982 年 美国 科学 家 用 诱 变 和 细胞 杂交 手段 ， 获 得 
了 可 以 持续 分 泌 干 扰 素 的 体外 培养 细胞 系 ， 现 已 得 到 应 用 。 紫 杉 醇 (taxol) 是 红豆 杉 属 植 
物 的 次 生 代谢 产物 ， 主 要 存在 于 红豆 杉 植物 的 树 皮 中 ， 它 以 其 独特 的 抗 癌 机 制 和 显著 的 疗效 
成 为 目前 最 重要 的 抗 癌 药物 之 一 。 然 而 有 限 的 红豆 杉 资 源 难以 满足 日 益 增 长 的 临床 需求 ， 利 
用 红豆 杉 细胞 培养 生产 紫杉醇 是 解决 紫杉醇 药 源 危 机 的 一 条 行 之 有 效 的 途径 。 多 家 研究 单位 
近年 来 一 直 在 对 红豆 杉 细胞 培养 生产 紫杉醇 进行 研究 ， 初 现成 效 。 除 红豆 杉 外 ， 现 已 实现 工 
业 化 培养 植物 细胞 生产 次 生 代 谢 产物 的 植物 有 紫 草 、 人 参 、 青 蒿 等 。 

第 三 ， 繁 育 优良 品种 。 目 前 ， 人 工 授 精 、 有 上 胚胎 移植 等 技术 已 广泛 应 用 于 畜牧 业 生 产 。 精 
液 和 胚胎 的 液 氮 超低温 ( -196% ) 保存 技术 的 综合 使 用 ,使 优良 公 冀 、 禽 的 交配 数 与 交配 
范围 大 为 扩展 ， 并 且 突 破 了 动物 交配 的 季节 限制 。 另 外 ， 可 以 从 优良 母 冀 或 公 畜 中 分 离 出 卵 
细胞 或 精子 ， 在 体外 受精 ， 然 后 再 将 人 工控 制 的 新 型 受精 卵 种 植 到 种 质 较 差 的 母 畜 子宫 内 ， 
繁殖 优良 新 个 体 。 综 合 利用 各 项 技术 ， 如 胚胎 分 割 技术 、 核 移植 细胞 融合 技术 、 显 微 操 作 技 
术 等 ， 在 细胞 水 平 改 造 卵细胞 ， 有 可 能 创造 出 高 产 奶牛 、 瘦 肉 型 猪 等 新 品种 。 特 别 是 干细胞 
技术 的 建立 ， 更 展现 了 美好 的 前 景 。 


10.2 ”动物 细胞 反应 原理 


动物 细胞 的 生长 、 繁 殖 以 及 产物 的 合成 都 需要 经 过 一 系列 反应 ， 一 方面 提供 细胞 物质 合 
成 和 产物 合成 的 中 间 代谢 产物 ， 另 一 方面 提供 给 细胞 进行 这 些 反应 的 能 量 。 这 样 ， 细 胞 将 营 
养 成 分 吸收 ， 通 过 一 系列 反应 ， 使 之 变 成 有 用 的 产物 或 细胞 物质 。 然 而 ， 细 胞 的 生长 、 繁 殖 
和 代谢 等 反应 性 质 与 细胞 的 类 型 、 环 境 因 素 、 细 胞 状况 等 有 着 密切 的 关系 。 本 节 将 从 细胞 分 
类 及 细胞 系 、 细 胞 的 损伤 和 死亡 、 动 物 细胞 生长 动力 学 、 动 物 细胞 培养 工艺 和 哺乳 动物 外 源 
和 蛋白质 表达 宿主 细胞 改造 等 几 个 方面 进行 介绍 。 


10.2.1 细胞 分 类 和 细胞 系 


1. 依据 细胞 培养 特性 的 分 类 ”大 多 数 体 外 培养 的 动物 细胞 生长 具有 贴 壁 依赖 性 和 细胞 
接触 抑制 等 特点 。 贴 壁 依赖 性 指 体外 培养 的 动物 细胞 必须 附着 在 固体 表面 才能 够 生长 的 特 
性 。 接 触 抑 制 现象 指 当 细胞 布 满 贴 附 固体 表面 后 即 停止 生长 。 当 然 ， 也 有 一 些 动物 细胞 能 够 
在 悬浮 状态 下 生长 ， 如 淋巴 细胞 ; 还 有 一 些 细胞 ， 既 可 贴 壁 生长 ， 也 可 悬浮 生长 。 这 样 ， 体 
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外 培养 细胞 依据 它们 在 培养 器 严 内 是 否 能 够 贴 附 于 支持 物 上 的 生长 特性 ， 可 分 为 贴 壁 依赖 性 
细胞 和 非 贴 壁 依赖 性 细胞 两 大 类 。 非 贴 壁 依赖 性 细胞 在 培养 中 类 似 于 微生物 和 植物 细胞 的 深 
层 培 养 。 对 于 贴 壁 依赖 性 细胞 ， 当 细胞 布 满 贴 附 表面 停止 生长 后 ， 若 取 走 一 片 细胞 ， 存 留 的 
细胞 就 会 重新 布 满 创面 。 从 生长 表面 脱落 进入 液体 的 细胞 通常 不 再 生长 而 逐渐 退化 ， 这 种 细 
胞 的 培养 称 为 单 层 贴 壁 培养 。 贴 壁 培养 的 细胞 可 用 胰 蛋 白 酶 、 酸 、 碱 等 试剂 或 机 械 方法 处 
理 ， 使 之 从 生长 表面 上 脱落 下 来 。 

黏附 于 固体 表面 是 贴 壁 依 赖 性 细胞 生命 活动 的 基本 要 求 ， 细 胞 贴 壁 生长 过 程 基本 包括 黏 
附和 铺展 两 个 过 程 。 黏 附 是 决定 细胞 是 否 能 够 成 功 培 养 的 第 一 步 ， 接 种 的 细胞 在 培养 液 中 停 
留 的 时 间 越 长 ， 越 容易 发 生 退化 。 不 同 的 细胞 其 黏附 能 力 不 同 ， 一 些 分 化 程度 高 、 生 长 能 力 
差 的 细胞 黏附 能 力 较 弱 ， 如 神经 元 、 羊 水 细胞 。 细 胞 黏附 速度 也 与 提供 的 生长 表面 有 关 ， 对 
于 一 些 黏 附 能 力 弱 的 细胞 可 以 通过 在 贴 附 表面 提供 有 利于 细胞 黏附 和 生长 的 生物 活性 物质 来 
促进 细胞 的 黏附 。 除 了 生长 表面 对 黏附 的 影响 之 外 ,一 些 物 理 、 化 学 和 生物 的 因素 也 会 影响 
细胞 的 黏附 ， 如 离心 、 低 温 、 培 养 液 中 的 系 附 因子 等 ， 在 细胞 培养 过 程 需 严格 控制 好 这 些 因 
素 。 铺 展 是 细胞 生命 活动 的 一 种 基本 特征 。 铺 展 得 越 开 ， 细 胞 越 扁平 ， 与 生长 基质 接触 面 就 
越 大 。 只 有 当 细 胞 铺展 到 合适 的 程度 ，DNA 的 复制 才 开始 进行 ， 细 胞 的 生长 及 繁殖 才 有 可 
能 发 生 。 细 胞 的 铺展 过 程 先 由 圆 形 变 成 圆 饼 形 ， 逐 渐 铺 开 伸展 成 为 扁平 的 极 性 细胞 。 

由 于 没有 细胞 壁 ， 细 胞 非 贴 壁 形 态 是 圆 形 的 ， 贴 壁 后 ， 细 胞 逐渐 变 成 其 特有 的 形状 。 依 
据 细 胞 贴 壁 后 形态 的 不 同 ， 将 贴 壁 依赖 性 细胞 分 为 成 纤维 细胞 、 上 皮 细 胞 、 游 走 细胞 和 多 形 
性 细胞 。 

(1) 成 纤维 细胞 (fibroblast 或 mechanocyte type) : 这 种 细胞 形态 与 体内 成 纤维 细胞 形态 
相似 故而 得 名 。 细 胞 体 呈 梭 形 或 不 规则 三 角形 ， 中 央 有 圆 形 核 ， 胞 质 向 外 伸 出 2 ~3 个 长 短 


图 10-2 动物 细胞 形态 
(a) 成 纤维 细胞 ; (b) 上 皮 细 胞 ; (c) 游 走 细 胞 型 ; (d) 多 形 性 细胞 型 
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不 同 的 突起 。 细 胞 群 常 借 原生 质 突 起 连接 成 网 ， 生 长 时 呈 放 射 状 、 旋 涡 或 火焰 状 行走 ， 如 
图 102 (a) 所 示 。 除 真正 的 纤维 细胞 外 ， 凡 由 中 胚层 间 质 来 源 的 其 他 组 织 细胞 ， 如 血管 内 
皮 、 心 肌 、 平 滑 肌 、 成 骨 细 胞 等 ， 也 多 呈 成 纤维 细胞 形态 。 实 际 上 很 多 所 谓 成 纤维 细胞 并 无 
产生 纤维 的 能 力 ， 只 是 一 种 习惯 上 概括 的 称 法 。 

(2) 上 皮 细 胞 (epithilium cell type) : 这 种 细胞 旦 扁平 的 不 规则 三 角形 ， 中 央 有 圆 形 核 ， 
生长 时 常 彼 此 紧密 连接 单 层 细胞 片 ， 如 图 10-2(b) 所 示 ， 起 源 于 外 胚层 和 内 胚层 组 织 的 细 
胞 ， 如 皮肤 表皮 及 衍生 物 (汗腺 、 皮 脂 腺 等 ) ， 肠 管 上 皮 细 胞 以 及 肝 、 胰 和 肺泡 上 皮 细 胞 ， 
培养 时 丝 旦 上 皮 型 。 

(3) 游 走 细胞 (wondering cell type) : 这 种 细胞 的 培养 需要 在 支持 物 上 生长 ,一 般 不 连 
接 成 片 ， 细 胞 胞 质 经 常 出 现 伪 足 或 突起 ， 呈 活跃 的 游 走 和 变形 运动 ， 速 度 快 而 且 方 向 不 规 
则 ， 如 图 10-2(c) 所 示 。 此 型 细胞 不 很 稳定 ， 有 时 亦 难 和 其 他 型 细胞 相 区 别 ， 在 一 定 条 件 
下 ， 如 培养 基 化 学 性 质变 动 等 ， 它 们 也 可 能 变 为 成 纤维 细胞 。 

(4) 多 形 性 细胞 (polymorphic cell type) : 除 上 述 3 种 细胞 外 ,还 有 一 些 组 织 和 细胞 ， 
如 神经 组 织 的 细胞 等 ， 难 以 确定 它们 的 稳定 形态 ， 可 统 归 多 形 性 细胞 ， 如 图 10-2(d) 所 示 。 

上 述 这 4 种 细胞 形态 均 属于 贴 壁 依赖 型 细胞 ， 培 养 这 类 细胞 时 ， 常 需 贴 附 在 支持 物 上 生 
长 ,但 由 于 培养 环境 的 变化 ， 细 胞 形态 也 常 发 生 改 变 。 

2. 依据 细胞 培养 物 的 分 类 ”细胞 培养 指 从 体内 组 织 取出 细胞 模拟 体内 生存 环境 ， 在 无 
菌 、 适 当 温 度 及 酸碱度 和 一 定 营养 条 件 下 ， 使 其 生长 繁殖 并 维持 结构 和 功能 的 一 种 培养 技 
术 。 从 体内 取出 细胞 首次 培养 即 为 原 代 培养 (primary culture) ， 这 是 细胞 培养 的 最 初 和 必 经 
阶段 。 当 原 代 培养 细胞 生长 到 一 定时 期 ， 受 到 群体 环境 限制 ， 就 需要 转移 到 另 一 容器 才能 继 
续 生 长 ， 称 为 传代 或 继 代 培 养 (subculture) 。 根 据 原 代 培养 物性 状 的 一 致 性 与 否 ， 传 代 成 功 
后 称 为 细胞 系 (cell line) 或 细胞 株 (cell strain) 。 这 些 细胞 一 般 可 顺利 传代 40 ~50 次 ， 并 
保持 染色 体 二 倍 体 数 量 和 接触 抑制 ， 传 至 50 代 左 右 时 则 出 现 生长 停滞 ， 大 部 分 衰老 死亡 ， 
此 类 称 为 有 限 细胞 系 ( 株 )， 是 正常 的 细胞 。 

具有 接触 抑制 的 正常 细胞 在 培养 过 程 中 可 能 获得 无 限 增殖 的 能 力 ， 成 为 无 限 细胞 系 
( 株 )。 这 样 的 细胞 中 的 染色 体 常 变 为 异 售 体 ， 贴 壁 依赖 性 细胞 对 贴 壁 的 依赖 性 及 细胞 密度 
的 抑制 发 生 了 改变 ， 成 为 转化 细胞 。 转 化 细胞 由 于 有 无 限 的 生长 能 力 ， 培 养 中 更 容易 生长 ， 
被 广泛 用 于 生物 制品 的 生产 。 

除 以 上 所 提 到 的 细胞 外 ， 与 人 类 的 健康 生活 密切 相关 的 还 有 一 类 细胞 一 一 肿瘤 细胞 。 它 
是 来 自 于 肿瘤 组 织 或 经 肿瘤 细胞 与 其 他 细胞 融合 产生 的 细胞 ， 如 杂交 瘤 细 胞 。 与 转化 细胞 相 
比 ， 肿 瘤 细 胞 是 恶性 的 ， 常 表现 为 非 贴 壁 依赖 性 ， 有 很 好 的 增殖 能 力 ， 生 长 速率 高 ， 对 生长 
因子 的 依赖 程度 低 ， 对 培养 环境 的 要 求 不 十 分 苛刻 等 特点 。 肿 瘤 细 胞 所 具有 的 特性 使 得 其 在 
单 抗 技术 及 重组 蛋白 生产 中 被 广泛 使 用 。 

3. 常用 细胞 系 ” 表 10-3 列 出 了 一 些 常用 于 科学 研究 及 细胞 工程 生产 生物 产品 的 细胞 
系 ， 并 对 它们 的 细胞 类 型 、 来 源 及 培养 液 与 血清 进行 了 简单 介绍 。 除 了 这 些 细 胞 系 外 ， 还 有 
许多 已 经 培养 成 功 的 细胞 系 ， 如 美国 菌 种 保藏 中 心 (ATCC) ， 又 称 美国 模式 菌 种 收集 中 心 ， 
是 现今 世界 上 最 大 的 细胞 库 ， 现 已 商品 化 了 的 细胞 系 就 有 3000 多 个 ， 对 它们 的 来 源 、 生 长 
特性 、 培 养 条 件 及 培养 基 等 都 有 较 详 细 的 资料 。 
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[ 程 


细胞 系 名 称 


细胞 类 型 


表 10-3 常用 细胞 系列 表 


培养 液 与 血清 


293 


成 纤维 细胞 


胚胎 肾 


MEM, 10% 马 血 清 


成 纤维 细胞 


胚胎 


DMEM, 10% FBS 


上 皮 样 


肺癌 


F-12K, 10% FBS 


WO 


成 纤维 细胞 


结缔 组 织 


DMEM, 10% FBS 


AtT-20 


上 皮 样 


垂体 肿瘤 


F-10, 15% 马 血 清 +2.5% FBS 


BALB/3T3 


成 纤维 细胞 


DMEM, 10% FBS 


BHK-21 


成 纤维 细胞 


DMEM, 10% FBS 或 MEM, 10% 
FBS 和 NEAA 


BHL-100 


上 皮 样 


McCoy5A, 10% FBS 


BT 


成 纤维 细胞 


MEM, 10% FBS 和 NEAA 


Caco-2 


上 皮 样 


MEM, 20% FBS 和 NEAA 


Chang 


上 皮 样 


BME, 10% 牛 血 清 


CHO-K1 


上 皮 样 


F-12, 10% FBS 


Clone 9 


上 皮 样 


F-12K, 10% FBS 


Clone M-3 


上 皮 样 


F-10, 15% 马 血清 +2.5% FBS 


COS-1 


成 纤维 细胞 


DMEM ，10% FBS 


COS-3 


成 纤维 细胞 


DMEM, 10% FBS 


COS-7 


成 纤维 细胞 


DMEM, 10% FBS 


CRFK 


上 皮 样 


MEM, 10% FBS 和 NEAA 


CV-1 


成 纤维 细胞 


MEM, 10% FBS 


D-17 


上 皮 样 


MEM, 10% FBS 和 NEAA 


Daudi 


淋巴 样 


RPMI-1640, 10% FBS 


GHI1 


上 皮 样 


+ 
驾 


F-10, 15% 马 血清 +2.5% FBS 


GH3 


上 皮 样 


+ 
驾 


F-10, 15% 马 血 清 +2. 5% FBS 


H9 


淋巴 样 


RPMI-1640, 20% FBS 


HaK 


上 皮 样 


BME, 10% 牛 血清 


HCT-15 


上 皮 样 


RPMI-1640, 10% FBS 


HeLa 


上 皮 样 


MEM, 10% FBS 和 NEAA (在 溶 
中 , S-MEM) 


液 


HEp-2 


上 皮 样 


MEM, 10% FBS 


HL-60 


淋巴 样 


早 幼 粒 细胞 白血病 


RPMI-1640, 20% FBS 


HT-1080 


上 皮 样 


纤维 肉瘤 


MEM, 10% HI FBS 和 NEAA 


HT-29 


上 皮 样 


结肠 腺 癌 


McCoy’s 5A, 10% FBS 


HUVEC 


上 皮 样 


>|>|>|>|>| > |>|>|> 


脐带 


F-12K, 10% FBS 肝素 100 ug : ml 


-1 
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细胞 系 名 称 


培养 液 与 血清 


I-10 


罕 丸 肿瘤 


F-10, 15% 马 血 清 +2.5% FBS 


IM-9 


骨髓 瘤 患 者 骨髓 


RPMI-1640, 10% FBS 


JEG-2 


绒毛 膜 癌 


MEM, 10% FBS 


Jensen 


成 纤维 细胞 


肉瘤 


MecCoy's 5A, 5% FBS 


Jurkat 


巴 样 


淋巴 瘤 


RPMI-1640, 10% FBS 


K-562 


巴 样 


髓 系 白血病 


RPMI-1640, 10% FBS 


口腔 癌 


MEM, 10% FBS 和 NEAA 


红 白 血 病 患 者 骨髓 


IMDM, 20% FBS 


肺 


F-12K, 10% FBS 


骨骼 肌 成 肌 细 胞 


DMEM, 10% FBS 


LLC-WRC 256 


瘤 


培养 基 199, 5% 马 血 清 


McCoy 


成 纤维 细胞 


未 知 


MEM, 10% FBS 


MCF7 


上 皮 样 


乳腺 癌 


MEM, 10% FBS NEAA，10hg ， 
ml 胰岛素 


WEHI-3b 


巨 哈 细 胞 样 


粒 单 细胞 白血病 


DMEM, 10% FBS 


WI-38 


上 皮 样 


胚胎 肺 


BME, 10% FBS 


WISH 


上 皮 样 


羊膜 


BME, 10% FBS 


WS1 


MEM, 10% FBS 和 NEAA 


XC 


上 皮 样 


肉瘤 


MEM, 10% FBS 和 NEAA 


Y-1 


上 皮 样 


肾上腺 肿瘤 


F-10, 15% 马 血 清 +2.5% FBS 


10. 2.2 细胞 的 坏死 与 凋 亡 


由 于 动物 细胞 的 特殊 结构 特点 ， 动 物 细胞 对 其 环境 的 变化 极其 敏感 ， 培 养 条 件 的 些许 变 
化 都 将 引起 细胞 不 可 逆 的 损伤 ， 甚 至 细胞 死亡 。 细 胞 的 死亡 主要 通过 细胞 凋 亡 〈apoptosis ) 
和 细胞 坏死 〈necrosis) 两 种 途径 实现 。 

细胞 凋 亡 又 称 为 程序 性 细胞 死亡 ( programmed cell death，PCD ) ， 指 为 维持 内 环境 稳定 ， 
由 基因 控制 的 细胞 自主 的 有 序 性 的 死亡 ， 它 涉及 一 系列 基因 的 激活 、 表 达 以 及 调控 等 作用 ， 
是 具有 生理 性 和 选择 性 的 。 程 序 性 死亡 的 细胞 不 引起 炎症 反应 ， 不 遗留 瘦 痕 ， 和 死亡 的 细胞 碎 
片 很 快 被 巨星 细胞 或 邻近 细胞 清除 ， 不 影响 其 他 细胞 的 正常 功能 。 而 细胞 坏死 是 因 病 理 而 产 
生 的 被 动 死 亡 ， 如 物理 性 或 化 学 性 的 细胞 损伤 因子 及 缺 氧 与 营养 不 良 等 均 导致 细胞 坏死 。 坏 
死 细胞 的 膜 通 透 性 增高 ， 致 使 细胞 肿胀 ， 细 胞 器 变形 或 肿 大 ， 早 期 核 无 明显 形态 学 变化 ， 最 
后 细胞 破裂 。 另 外 坏死 的 细胞 裂解 要 释放 出 内 含 物 ， 并 常 引 起 炎症 反应 ; 在 愈合 过 程 中 常 伴 
随 组 织 器 官 的 纤维 化 ， 形 成 疗 痕 (图 10-3)。 

引起 细胞 损伤 和 细胞 坏死 的 因素 很 多 ， 主 要 是 极端 的 环境 条 件 的 变化 造成 的 ， 如 培养 液 
中 营养 成 分 的 缺乏 、 细 胞 代谢 产物 积累 、 细 胞 在 反应 器 中 所 受到 的 作用 力 等 的 变化 都 会 引起 
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图 10-3 细胞 凋 亡 与 细胞 坏死 过 程 中 细胞 形态 区 别 
左 为 细胞 坏死 : 1. 正常 细胞 ; 2. 细胞 和 细胞 器 肿胀 、 核 染色 质 边 集 ; 3. 细胞 膜 、 细 胞 器 膜 和 核 膜 破 
裂 、 骨 解 、 自 溶 。 右 为 细胞 凋 亡 : 4. 细胞 和 细胞 器 皱 缩 ， 胞 质 致密 ， 核 染色 质 边 集 ; 5. 胞 质 分 叶 状 凸 起 
并 形成 多 个 凋 亡 小 体 ， 并 与 胞 体 分 离 ; 6. 邻近 巨星 细胞 等 包 庄 、 吞 噬 凋 亡 小 体 


细胞 的 损伤 ， 致 使 细胞 死亡 。 细 胞 凋 亡 是 细胞 自身 参与 的 生物 过 程 ， 各 种 环境 信号 导致 细胞 
凋 亡 信号 的 启动 ， 引 起 迅速 的 细胞 “自杀 ”行为 。 

然而 ， 细 胞 坏死 与 细胞 凋 亡 并 不 是 完全 无 关 的。 体外 培养 的 动物 细胞 在 培养 过 程 中 所 处 
的 环境 不 断 变化 ， 当 环境 压力 作用 的 时 间 及 强度 较 高 的 时 候 ， 细 胞 来 不 及 逐 级 开启 自身 的 死 
亡 程序 ， 而 是 以 快速 的 细胞 坏死 来 应 对 剧烈 变化 的 环境 。 然 而 ， 动 物 细胞 培养 过 程 中 的 环境 
变化 多 数 情况 下 是 比较 温和 的 ， 细 胞 或 者 产生 对 环境 压力 的 耐 受 或 不 能 耐 受 这 样 的 压力 而 按 
预定 的 程序 死亡 。 

依据 细胞 凋 亡 出 现 的 一 些 形态 与 生理 等 方面 的 特征 的 不 同 ， 通 常 可 将 检测 方法 分 为 形态 
测定 法 、 组 织 学 和 细胞 化 学 方法 、 放 射 自 显影 、 扫 描 电镜 、 散 射电 子 成 像 、 放 射 免疫 、X 射 
线 显 微 镜 、 流 式 细胞 术 、 原 位 荧光 检测 技术 等 。 这 些 技术 可 以 对 细胞 凋 亡 进行 定性 或 定量 的 
检测 ， 有 些 技 术 甚 至 能 够 做 到 实时 监测 。 

在 实际 的 工业 化 生产 过 程 中 ， 体 外 培养 的 动物 细胞 死亡 多 数 为 细胞 凋 亡 ， 造 成 细胞 凋 亡 
的 主要 原因 就 是 培养 环境 条 件 的 变化 。 为 了 减 小 细胞 凋 亡 产生 的 频率 ， 提 高 生产 效率 ， 可 以 
通过 稳定 培养 液 的 营养 成 分 ， 外 源 添加 一 些 抑制 细胞 凋 亡 的 物质 及 利用 基因 工程 的 方法 使 细 
胞 在 培养 中 大 量 表达 调 亡 抑制 基 因 等 来 抑制 细胞 的 凋 亡 。 


10.2.3 动物 细胞 生长 动力 学 


动物 细胞 接种 人 新 鲜 培 养 基 后 ， 在 合适 的 培养 条 件 下 经 历 了 一 个 完整 的 培养 周期 : 迟滞 
期 、 指 数 生长 期 、 稳 定期 (静止 期 ) 和 衰亡 期 。 细 胞 首先 经 过 一 个 在 培养 液 中 的 其 浮 期 ， 
待 其 贴 附 于 载体 表面 后 ， 悬 浮 期 结束 。 经 过 一 个 迟滞 期 ， 细 胞 进入 指数 生长 期 ， 这 个 时 期 的 
细胞 代谢 旺盛 ， 生 长 快 ， 细 胞 分 裂 指数 高 。 当 细胞 生长 至 一 定数 量 时 ， 由 于 细胞 生长 空间 的 
限制 ， 出 现 了 接触 抑制 现象 ， 这 时 只 要 培养 条 件 合适 ， 细 胞 仍 能 够 增殖 分 裂 。 当 细胞 密度 进 
一 步 增 大 时 ， 培 养 液 中 的 营养 成 分 减少 ， 代 谢 产物 增多 ， 细 胞 停止 增殖 ， 进 入 稳定 期 。 稳 定 
期 后 的 细胞 ， 由 于 其 所 处 环境 条 件 进一步 恶化 或 是 细胞 本 身 的 遗传 特点 决定 了 细胞 进入 衰亡 

期 ， 这 时 的 细胞 大 量 死亡 。 
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在 整个 生长 周期 中 ,动物 细胞 的 生长 和 产物 的 形成 是 多 种 环境 因子 和 细胞 内 复杂 的 代谢 
反应 的 综合 结果 ， 反 应 机 制 以 及 各 种 环境 条 件 与 这 些 反 应 的 关系 目前 还 不 十 分 清楚 ， 很 难 用 
简单 的 方程 式 来 进行 表达 。 因 此 ， 动 物 细胞 反应 动力 学 的 研究 ， 在 很 大 程度 上 是 借鉴 微生物 
反应 动力 学 的 理论 。 研 究 细 胞 生长 动力 学 主要 研究 细胞 的 生长 速率 ,通常 用 细胞 的 质量 或 者 
是 数量 随时 间 的 变化 情况 来 表征 。 细 胞 生长 (数量 或 质量 的 增加 ) 可 规定 如 下 : 

(1) 精确 的 细胞 生长 率 (ww) [ 即 每 单位 生物 量 (质量 /数量 ) 的 生长 率 ] 

k= (1/ex) (dex/di)h™! (10-1) 
式 中 : dcx 表示 增加 的 细胞 质量 ;di 表示 间隔 时 间 ; cx 表示 细胞 质量 。 
如 果 生 长 速率 衡 定 ( 如 对 数 生长 期 ) 则 : 
lncx = lncx, + 人 1 (10-2) 
式 中 : cx 表示 在 4 时 间 的 生物 量 。 
(2) 二 倍增 长 时 间 (i,)[ 即 细胞 群体 在 数量 /质量 增长 1 倍 时 间 ] 


车 1 (10-3) 
(3) 倍增 度 (n) 或 倍增 次 数 〈 即 接种 物 复制 的 次 数 ) 
n = 3.321g(xVXxo) (10-4) 


以 上 只 是 对 细胞 的 生长 速率 做 一 个 简单 的 定义 。 事 实 上 ， 对 动物 细胞 的 生长 动力 学 的 研 
究 远 不 止 这 些 。 前 面 的 内 容 已 经 提 到 ， 体 外 培养 细胞 生长 状况 在 很 大 程度 上 受到 各 种 环境 因 
素 的 影响 。 为 了 使 动物 细胞 生长 处 于 最 佳 状况 ， 了 解 环境 因素 对 其 影响 无 疑 是 很 重要 的 。 影 
响 动 物 细胞 生长 、 繁 殖 的 环境 因素 很 多 ， 主 要 有 温度 、pH、 营 养 成 分 、 溶 氧 及 气体 环境 、 
渗透 压 及 其 他 因素 等 。 同 时 ， 不 同 的 培养 工艺 对 细胞 的 生长 状况 也 有 着 较 大 的 影响 。 因 此 ， 
在 研究 动物 细胞 生长 动力 学 时 需要 考虑 多 方面 的 因素 ， 具 体 的 情况 需要 具体 的 对 待 。 有 关 动 
物 细胞 培养 环境 将 在 10. 2. 4 节 中 介绍 。 


10. 2.4 动物 细胞 培养 工艺 


利用 动物 细胞 培养 技术 生产 生物 制品 ， 培 养 工 艺 过 程 包括 3 个 阶段 : 第 一 阶段 是 准备 阶 
段 ， 包 括 设备 的 准备 、 清 洗 、 消 毒 ， 培 养 基 的 配制 和 灭 菌 ， 细 胞 种 子 的 复苏 、 检 测 和 扩 增 
等 。 动 物 细胞 培养 过 程 要 求 较 高 ， 准 备 工 作 是 非常 关键 的 一 步 。 第 二 阶段 是 细胞 培养 阶段 ， 
包括 细胞 接种 、 培 养 工 艺 参数 的 调整 ， 取 样 分 析 ， 培养 基 更 换 等 。 第 三 阶段 是 产物 生产 阶 
段 ， 包 括 病毒 准备 和 接种 或 产物 表达 诱导 剂 的 加 入 ,培养 物 的 收获 及 分 析 。 在 有 些 系统 当 
中 ， 细 胞 培养 与 产物 生产 阶段 是 不 可 分 的 ， 如 单 克 隆 抗体 的 生产 和 某 些 中 组 蛋白 的 表达 
过 程 。 

目前 ， 动 物 细胞 培养 工艺 较 多 ， 归 纳 起 来 一 般 分 为 3 大 类 : 贴 壁 培养 、 悬 浮 培 养 和 固定 
化 培养 。 通 常 依据 目的 、 要 求 以 及 细胞 培养 特性 的 不 同 选择 适宜 的 培养 工艺 。 

1. 贴 壁 培 养 它 指 细胞 贴 附 在 一 定 的 固体 表面 进行 的 单 层 培养 。 由 于 细胞 紧密 的 黏附 
于 固 相 表面 ， 可 直接 倾 去 旧 培养 液 ， 清 洗 后 直接 加 入 新 培养 液 ， 无 需 复杂 的 细胞 截留 系统 ， 
便于 采用 灌注 培养 ， 以 达到 提高 细胞 密度 的 目的 ， 且 贴 壁 后 很 多 细胞 更 有 利于 有 效 地 表达 产 
品 。 但 与 悬浮 培养 工艺 相 比 ， 贴 壁 培养 扩大 较 困 难 ， 投 资 大 ， 占 地 面积 大 ， 不 能 有 效 地 监测 
细胞 的 生长 。 

通常 ， 依 据 吸 附 固 相 的 不 同 贴 壁 培养 系统 主要 有 滚 瓶 、 中 空 纤维 、 玻 璃 珠 、 微 载体 系统 
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等 ， 其 中 以 滚 瓶 培养 和 微 载体 生物 反应 器 培养 更 为 多 
见 。 滚 瓶 为 细胞 提供 了 贴 附 的 表面 ， 在 滚动 过 程 中 实 
现 了 和 气体 的 交换 ， 适 合 于 实验 室 规 模 的 动物 细胞 培养 
(图 10-4) 。 微 载体 培养 中 微 载体 具有 更 大 的 比 表面 
限 ， 为 细胞 提供 了 充足 的 贴 附 比 表面 积 ， 是 公认 的 最 
有 发 展 前 途 的 一 种 动物 细胞 大 规模 培养 技术 。 细 胞 紧 
密 地 贴 附 于 微 载体 上 ， 在 反应 器 的 搅拌 下 ， 同 微 载体 
一 起 悬浮 于 培养 液 中 ， 兼 具 悬 浮 培养 和 贴 壁 培养 的 优 
点 ， 易 于 放大 。 微 载体 一 般 为 直径 60 ~ 250km 的 微 
珠 ， 表 面 较 光 滑 ， 与 细胞 具有 相 容 性 ， 无 毒 ， 密 度 大 
于 培养 基 ， 耐 高 温 ， 基 质 材 料 非 刚性 等 。 常 用 的 商品 
化 微 载体 有 3 种 ， 即 Cytodex 、Cytopore 和 Cytoline。 利 用 生物 反应 器 系统 进行 微 载 体 大 规模 
细胞 培养 ， 适 合 微 载体 培养 的 生物 反应 器 系统 和 培养 模式 有 搅拌 式 生物 反应 器 系统 、 旋 转 式 
生物 反应 器 系统 以 及 灌注 式 生 物 反 应 器 培养 模式 等 。 

除了 微 载体 培养 系统 外 ， 还 有 巨 载体 培养 模式 。 巨 载体 是 相对 于 微 载 体 和 细胞 而 言 的 ， 
是 固定 于 生物 反应 器 中 ， 不 因为 搅拌 而 跟随 培养 液 一 起 运动 。 这 样 ， 比 较 容易 更 换 培养 液 ， 
不 需要 特殊 的 分 离 细胞 和 培养 液 的 设备 ， 但 其 放大 培养 较 困 难 ， 多 用 于 制备 用 量 较 小 、 价 值 
高 的 生物 制品 。 

2. 悬浮 培养 ”细胞 悬浮 培养 指 细胞 在 反应 器 中 自由 悬浮 生长 的 过 程 ， 主 要 用 于 非 贴 壁 
依赖 性 细胞 培养 ， 与 微生物 发 酵 过 程 比较 接近 ， 但 由 于 动物 细胞 对 搅拌 和 通气 造成 的 流体 剪 
切 应 力 很 敏感 ， 在 反应 器 的 结构 和 操作 上 又 有 特殊 的 要 求 ， 需 要 进行 专门 设计 。 保 护 细胞 免 
受 剪 切 的 严重 伤害 是 放大 培养 的 一 个 十 分 重要 的 问题 。 通 过 加 入 特殊 的 保护 剂 (如 血清 和 
一 些 高 分 子 化 合 物 ) ， 能 使 细胞 在 温和 的 搅拌 和 通气 条 件 下 正常 生长 。 杂 交 瘤 细胞 的 甚 浮 培 
养 是 研究 最 广泛 和 透彻 的 动物 细胞 培养 过 程 ， 培 养 规模 大 ， 操 作成 熟 。 

3. 固定 化 培养 ” 它 是 将 动物 细胞 与 水 不 溶性 载体 结合 起 来 ， 再 进行 培养 的 方法 ， 适 用 
于 贴 壁 和 非 贴 壁 依赖 性 细胞 ， 具 有 细胞 生长 密度 高 ， 抗 剪 切 应 力 和 抗 污染 能 力 强 等 优点 ， 细 
胞 易于 与 产物 分 开 ， 有 利于 产物 分 离 纯 化 。 细 胞 固定 化 的 制备 方法 很 多 ， 包 括 吸附 法 、 共 
价 贴 附 法 、 离 子 / 共 价 交 联 法 、 包 埋 法 、 微 窒 法 、 自 架 凝 法 等 。 

(1) 吸附 法 : 用 固体 吸附 剂 将 细胞 吸附 在 其 表面 而 使 细胞 固定 化 的 方法 称 为 吸附 法 。 
该 法 操作 简单 ， 条 件 温 和 ， 是 动物 细胞 固定 化 中 最 早 研究 使 用 的 方法 。 缺 点 是 载体 的 负荷 能 
力 低 ， 细 胞 易 脱 落 。 

(2) 共 价 贴 附 法 : 利用 共 价 键 将 细胞 与 固 相 载体 结合 的 固定 化 方法 称 为 共 价 贴 附 法 。 
此 法 可 减少 细胞 的 泄漏 ， 但 须 引 入 化 学 试剂 ， 对 细胞 活性 有 影响 ， 且 因 贴 附 而 导致 扩散 限制 
小 ， 细 胞 得 不 到 保护 。 

(3) 离子 / 共 价 交 联 法 : 用 双 功 能 试剂 处 理 细 胞 悬浮 液 ， 会 在 细胞 间 形 成 桥 而 妹 结 产生 
交 联 作用 ， 这 种 固定 化 细胞 方法 称 为 离子 / 共 价 交 联 法 。 交 联 剂 会 使 一 部 分 细胞 死亡 ， 也 会 
产生 扩散 限制 。 

(4) 包 埋 法 : 将 细胞 包 埋 在 多 孔 载体 内 部 制 成 固定 化 细胞 的 方法 称 为 包 埋 法 。 这 种 方 
法 的 优点 是 步骤 简便 ， 条件 温 和 ， 负 荷 量 大 ， 细 胞 泄漏 少 ， 抗 机 械 剪 切 ; 缺点 是 存在 扩散 限 
制 ， 并 非 所 有 的 细胞 都 处 于 最 佳 营养 浓度 ， 且 大 分 子 营养 物 不 能 渗透 到 高 聚 物 网 络 内 部 。 一 
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般 适 用 于 非 贴 壁 依 赖 性 细胞 的 固定 化 ， 常 用 载体 为 多 空 凝 胶 ， 如 琼脂 糖 凝 胶 、 海 藻 酸 钙 凝 胶 
和 血 纤 维 蛋 白 。 

(5) 微 圳 法 : 用 一 层 亲 水 的 半 透 膜 将 细胞 包围 在 珠 状 的 微 赛 内 ,细胞 不 能 溢出 ， 但 小 
分 子 物质 及 营养 物质 可 自由 出 入 半 透 膜 。 讲 内 的 微小 培养 环境 ， 与 液体 培养 相似 ， 能 保护 细 
胞 少 受 损伤 ， 故 细胞 生长 好 ， 密 度 高 ， 富 集 细胞 及 其 产物 ， 简 化 了 下 游 加 工 技术 。 微 赛 直径 
控制 在 200 ~400km 为 宜 。 制 备 工艺 应 温和 、 人 快速 、 不 损伤 细胞 ， 尽 量 在 液体 条 件 和 生理 条 
件 下 操作 ， 所 有 试剂 和 膜 材 料 对 细胞 无 毒害 ， 膜 的 孔径 可 控制 以 使 营养 物 和 代谢 产物 自由 通 
过 ， 膜 应 有 足够 的 机 械 强度 抵抗 培养 中 的 搅拌 作用 。 目 前 以 海藻 酸 钠 - 聚 赖 氮 酸 - 海藻 酸 钠 
(APA) 微 圳 技术 发 展 最 为 成 熟 。 人 研究 发 现 ， 海藻 酸 的 纯度 与 微 塞 的 生物 相 容 性 直接 相关 。 
金属 有 机 物 ， 硅 化 微 晶 纤 维 素 等 新 型 的 微 守 化 材料 也 在 实验 室 规模 取得 了 一 定 的 成 功 。 在 对 
微 玫 的 形态 进行 重新 设计 的 过 程 中 ， 采 用 微 喜 与 中 空 纤维 膜 相 结合 的 新 型 微 喜 化 技术 和 反应 
器 。 中 空 纤 维 减 小 了 气体 传 质 对 微 喜 的 损伤 ， 增 加 了 整体 的 稳定 性 ， 取 得 了 较 好 的 效果 。 微 
也 固定 化 最 大 的 问题 是 由 于 制备 过 程 采用 化 学 方法 ,使 得 其 性 质 很 不 稳定 ， 质 量 标准 难以 控 
制 。 同 时 ， 微 喜 化 培养 过 程 中 的 消毒 、 清 洗 复杂 且 易 染 菌 。 上 述 缺点 最 终 导 致 整个 系统 的 不 
稳定 性 增强 ,这 是 微 者 化 技术 的 应 用 受到 限制 的 主要 原因 。 

(6) 自 象 凝 法 : 许多 哺乳 动物 细胞 系 ， 特别 是 在 无 血清 培养 下 ， 具 有 相互 聚集 、 形 成 
细胞 团 的 倾向 。 利 用 细胞 的 这 一 特性 ， 可 采用 沉降 或 过 滤 的 手段 ， 使 细胞 团 截留 在 搅拌 培养 
系统 中 ， 起 到 类 似 于 微 载体 和 多 和 孔 载体 的 作用 ， 结 合 细胞 培养 过 程 中 的 检测 和 控制 ， 实 现 细 
胞 的 高 密度 长 期 培养 和 产物 的 高 效 生产 。 由 于 细胞 团 中 细胞 密度 近似 于 组 织 中 的 细胞 密度 ， 
存在 于 细胞 团 内 的 物质 扩散 限制 可 能 影响 细胞 活力 。 由 搅拌 产生 的 流体 运动 既是 搅拌 培养 系 
统 中 影响 物质 扩散 效率 和 细胞 团 粒 直径 分 布 的 主要 因素 ， 也 是 可 形成 损伤 细胞 的 流体 剪 切 应 
力 。 合 理 控制 培养 基 组 成 和 培养 条 件 ，CHO 、BHK、HEK293 细胞 的 自 妹 凝 细胞 团 法 培养 都 
已 经 有 成 功 的 报道 。 


10. 2.5 哺乳 动物 外 源 蛋白 质 表 达 宿 主 细胞 改造 


在 原核 或 真 核 细胞 等 各 大 外 源 蛋 白质 表达 系统 中 ， 哺 乳 动物 细胞 表达 系统 表达 的 糖 基 化 
蛋白 最 接近 天 然 蛋白 质 分 子 ， 是 目前 重组 糖 蛋白 质 生 产 的 首选 体系 。 同 时 它 也 是 较 复 杂 的 分 
子 如 抗体 ， 以 及 基因 治疗 用 病毒 载体 的 唯一 的 表达 宿主 。 然 而 工业 化 规模 生产 生物 制品 需要 
对 哺乳 动物 细胞 进行 大 规模 培养 。 血 清 培养 基 由 于 受 成 本 昂贵 、 批 次 间 存 在 差异 以 及 供应 渠 
道 不 畅 等 多 种 因素 的 限制 ， 加 上 血清 的 存在 会 给 下 游 纯 化 工作 带 来 困难 ， 无 血清 培养 基 
(SFM) 或 无 蛋白 培养 基 (PFM) 逐渐 开始 成 为 规模 化 生产 培养 基 的 热点 。 由 于 没有 血清 提 
供 生 长 刺激 因子 、 黏 附 因 子 、 扩 展 因 子 以 及 其 他 细胞 生长 存活 的 必需 成 分 ， 用 这 两 者 培养 哺 
乳 动物 细胞 会 面临 巨大 挑战 ， 如 细胞 活力 差 、 贴 壁 性 差 等 ， 尤 其 是 在 其 生产 后 期 易于 发 生 细 
胞 凋 亡 。 通 过 DNA 重组 技术 ， 利 用 代谢 工程 手段 ， 从 哺乳 动物 细胞 内 部 重新 设计 改造 细胞 ， 
使 细胞 更 强壮 ， 适 应 能 力 更 强 ， 具备 体外 培养 条 件 下 的 自身 调节 能 力 ， 适 应 产业 化 规模 培养 
的 要 求 。 下 面 将 介绍 近年 来 对 哺乳 动物 外 源 蛋 白质 表达 宿主 细胞 优化 改造 的 各 种 解决 途径 ， 
包括 无 血清 培养 、 细 胞 代谢 通路 、 细 胞 贴 壁 、 细 胞 凋 亡 与 增殖 以 及 产物 糖 基 化 等 。 

1. 适应 无 血清 培养 ”无 血清 培养 可 降低 生产 成 本 ,简化 分 离 纯 化 步骤 ,已 取代 血清 培 
养 基 用 于 重组 蛋白 的 大 规模 表达 ， 如 适用 于 杂交 瘤 细胞 生长 的 CCM-1， 适 用 于 CHO 细胞 生 
长 的 CHO-S-SFMI 、CCM5 和 proCHO-CDM。 然 而 美中不足 的 是 ， 无 血清 培养 基 所 必需 的 两 
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种 蛋白 质 成 分 ， 即 胰岛 素 和 转 铁 和 蛋白 都 是 动物 来 源 的 ， 实 际 上 这 种 无 血清 培养 基 并 没有 消除 
血清 带 来 的 安全 隐患 。 因 此 ， 能 否 利用 细胞 自身 分 泌 表 达 以 上 两 种 成 分 并 促进 自身 生长 将 有 
效 解决 上 述 难 题 。 如 研究 者 试图 利用 CHO 实现 以 上 目的 。Pak 等 用 IGF-1 代替 胰岛 素 转 染 成 
的 共 表 达 IGF-1 和 转 铁 蛋白 基因 的 CHO 细胞 在 蛋白 培养 基 中 生长 良好 ， 称 为 超级 CHO。 但 
细胞 的 无 限 增殖 并 不 总 是 有 利 的 ，IGF-1 的 持续 表达 可 导致 细胞 不 可 控 的 增殖 ， 贴 壁 细 胞 随 
着 养分 的 消耗 和 代谢 废物 的 积累 必然 导致 细胞 凋 亡 。 为 了 控制 细胞 的 增殖 ， 人 研究 人 员 在 超级 
CHO 的 基础 上 构建 了 可 控 的 超级 CHO。 他 们 将 乳糖 操纵 子 序列 置 于 IGF-1 基因 上 游 ， 而 乳 
糖 操 纵 子 的 阻 歇 蛋白 基因 则 另 置 于 金属 硫 蛋 白 启 动 子 之 后 。 在 细胞 培养 前 期 ，IGF-1 可 以 不 断 
分 泌 而 促使 细胞 增殖 ， 当 目的 产物 达到 最 高 峰 时 ， 便 在 培养 基 中 加 入 金属 离子 ， 激 活 金属 硫 蛋 
白 启 动 子 表达 阻 遇 蛋白 ， 从 而 阻止 IGF-1 的 表达 ， 使 细胞 停止 分 裂 增殖 。 而 IGF-1 的 下 游 信 
号 分 子 在 引入 细胞 后 亦 可 获得 适宜 无 血清 生长 条 件 的 细胞 系 。 

2. 改变 细胞 的 能 量 代 谢 途 径 乳酸 和 和 氨 是 哺乳 动物 细胞 生长 过 程 中 产生 的 两 种 主要 代 
谢 废 物 。 它 们 的 积累 对 细胞 的 生长 有 很 大 的 负面 影响 ， 并 最 终 影 响 目的 蛋白 质 的 产量 。 减 少 
这 两 种 代谢 产物 的 积累 ， 是 大 规模 细胞 培养 工艺 优化 的 一 个 重要 努力 方向 。 乳 酸 在 哺乳 动物 
细胞 中 是 糖 不 完全 氧化 的 产物 。 在 氧气 不 足 的 情况 下 ， 糖 酵 解 产生 的 NADH 不 能 被 及 时 氧 
化 ， 从 而 阻碍 了 糖 酵 解 的 顺利 进行 ， 造 成 ATP 产生 不 足 。 此 时 乳酸 脱氧 酶 (lactate dehydro- 
genase，LDH) 被 激活 ， 将 糖 酵 解 产生 的 丙酮 酸 和 NADH 反应 生成 乳酸 与 NAD， 从 而 保证 了 
糖 酵 解 的 顺利 进行 。 但 在 培养 的 哺乳 动物 细胞 中 ， 即 使 氧 十 分 充足 ， 也 会 产生 乳酸 。 乳 酸 对 
细胞 培养 的 负面 影响 不 仅仅 在 于 使 培养 基 pH 降低 。 即 使 通过 添加 碱 性 物质 使 pH 维持 稳定 ， 
细胞 生长 和 重组 蛋白 表达 仍 会 受到 影响 。 限 制 培养 基 中 葡萄 糖 的 含量 是 减少 乳酸 产生 最 常用 
的 方法 ， 但 葡萄 糖 含 量 过 低 造 成 细胞 营养 不 足 ， 也 会 抑制 细胞 的 生长 。 这 种 方法 需要 对 糖 的 
消耗 速率 、 乳 酸 的 产 率 以 及 目的 蛋白 的 表达 量 等 一 系列 参数 进行 综合 考虑 才能 发 挥 作用 。 现 
在 生物 反应 器 的 溶 氧 在 线 控 制 技术 十 分 成 熟 ， 细 胞 几乎 不 会 受到 缺 氧 的 威胁 ， 那 么 乳酸 脱氧 
酶 似乎 不 是 必需 的 。 因 此 ， 利 用 现在 已 经 十 分 成 熟 的 基因 打靶 技术 将 乳酸 脱氧 酶 基因 从 细胞 
中 散 除 似乎 是 一 个 很 好 的 解决 办 法 。 通 过 在 杂交 瘤 细 胞 中 进行 尝试 ， 可 能 仅 敲 除了 一 个 
LDH -4 等 位 基因 ， 但 仍 使 乳酸 的 产生 大 为 减少 ， 而 细胞 的 培养 周期 则 大 为 延长 ， 单 克隆 抗 
体 的 产量 也 大 为 增加 。 

另 一 种 代谢 废物 氨 主 要 由 谷 氮 酰 胺 和 天 冬 酰胺 产生 。 限 制 培养 基 中 谷 氮 酰 胺 的 含量 也 是 
防止 氨 过 量 产生 的 一 个 重要 方法 。 谷 氨 酰 胺 为 细胞 生存 所 必需 ,但 细胞 自身 可 以 通过 谷 氨 酰 
胺 合成 酶 (glutamine synthetase，GS) 将 氨 和 谷 氨 酸 合成 谷 氨 酰 胺 。 硫 胺 甲 硫 氨 酸 (methio- 
nine sulphoxamine，MSX) 是 谷 氨 酰胺 合成 酶 的 抑制 剂 ， 在 无 谷 氨 酰胺 的 培养 基 中 ，MSX 可 
以 作为 扩 增 GS 基因 的 选择 药物 ， 所 以 MSX - GS 能 够 作为 一 种 基因 共 扩 增 系 统 。 应 用 这 种 
扩 增 系统 的 宿主 细胞 必须 利用 氨 合 成 谷 氨 酰胺 ， 所 以 氨 的 产量 极 大 减少 。 同 时 培养 基 中 不 必 
添加 谷 氨 酰胺 ， 给 培养 基 的 保存 带 来 极 大 方便 ， 因 为 谷 氨 酰 胺 容易 分 解 。MSX - GS 系统 应 
用 于 骨髓 痛 细 胞 ， 氨 的 产量 也 明显 减少 ， 抗 体 产 量 也 显著 提高 。 

3. 改进 细胞 贴 壁 性 ”应 用 无 血清 培养 基 培 养 哺乳 动物 细胞 时 ， 由 于 没有 血清 提供 各 种 
贴 壁 因 子 ， 细 胞 以 悬浮 的 方式 生长 。 在 实际 的 大 规模 细胞 培养 中 ， 哺 乳 动物 细胞 往往 以 贴 壁 
方式 培养 ， 要 么 贴 壁 于 悬浮 的 微 载体 中 ， 要 么 贴 壁 于 固定 的 聚 酯 盘 状 介质 或 中 空 纤 维 中 ， 而 
很 少 直 接 悬 浮 于 培养 基 中 。 由 于 驯化 细胞 难以 在 短 时 间 内 适应 培养 基 ， 故 通过 基因 工程 手段 
改造 宿主 细胞 于 无 血清 培养 基 中 贴 壁 生长 ， 并 完成 转 染 于 高 表达 株 筛选 为 一 条 新 的 思路 。 有 
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研究 发 现 纯化 的 玻 形 粘连 蛋白 单一 成 分 就 可 以 介 导 CHO 细胞 在 SFM 中 的 贴 壁 和 扩展 。 与 其 
他 黏附 因子 相 比 ， 玻 形 粘 连 蛋 白 结 构 简 单 ， 分 子 质量 相对 较 小 ， 仅 114kDa， 容 易 克 隆 和 操 
作 其 基因 。 在 MMTV 启动 子 控制 下 的 人 玻 形 粘连 蛋白 基因 导入 了 CHO 细胞 ， 使 其 获得 了 贴 
壁 生长 和 扩展 的 能 力 ， 并 且 在 完全 无 血清 的 情况 下 ， 选 择 出 了 多 株 单 克隆 细胞 株 ， 为 解决 上 
述 困难 开辟 了 一 条 新 路 。 

4. 增强 细胞 抗 凋 亡 能 力 ”哺乳 动物 工程 细胞 在 大 规模 培养 生产 重组 蛋白 时 很 容易 发 生 
细胞 凋 亡 ， 从 而 导致 生产 过 程 提前 终止 ， 造 成 生产 成 本 高 晶 。 深 氧 过 高 或 过 低 、 营 养 或 血清 
缺乏 、 有 害 代谢 产物 积累 等 各 种 轻微 的 不 利 条 件 即 可 引起 细胞 凋 亡 。 仅 依靠 优化 这 些 外 部 培 
养 条 件 很 难 彻底 解决 细胞 的 凋 亡 问题 。 细 胞 凋 亡 由 各 种 凋 亡 信号 诱导 ，Bel - 2 蛋白 是 其 中 
的 一 个 重要 调节 组 分 。 通 过 过 表达 Bcl -2 基因 ,， 已 使 多 种 工程 细胞 系 包 括 CHO 细胞 、 杂 交 
瘤 细 胞 、 骨 人 髓 瘤 细 胞 、 淋 巴 瘤 细 胞 等 获得 了 不 同 程度 的 抗 调 亡 能 力 。 细 胞 代谢 产物 氮 对 于 细 
胞 凋 亡 也 起 到 明显 的 促进 作用 。 细 胞 谷 氨 酰胺 合成 酶 可 以 利用 氨 和 谷 氨 酸 合成 谷 氨 酰胺 ， 因 
而 可 以 通过 过 表达 CS 基因 ， 并 有 在 无 谷 氨 酰胺 组 分 的 培养 基 中 培养 细胞 ,使 细胞 通过 氨 和 
谷 氮 酸 合成 谷 氨 酰胺 供给 自身 营养 需要 ， 而 达到 降低 培养 基 中 氮 的 目的 。 应 用 GS 加 压 系 统 
在 CHO 细胞 中 高 表达 中 国 仓鼠 Bcl -2 蛋白 ， 在 内 源 调 挖 细胞 抗 凋 亡 能 力 的 同时 ， 外 源 降 低 
培养 基 中 氮 的 含量 ， 从 而 有 效 抑制 了 培养 细胞 的 凋 亡 率 。 

5. 控制 细胞 增殖 速率 ”细胞 在 大 规模 培养 初期 ， 目 的 蛋白 的 表达 和 细胞 的 增殖 速率 呈 
正 相 关 ， 即 细胞 增殖 越 快 ， 目 的 蛋白 表达 量 越 高 。 但 当 反应 器 中 细胞 的 密度 达到 饱和 后 ， 细 
胞 继续 增殖 会 导致 营养 和 和 氧 的 大 量 消耗 以 及 乳酸 、 毛 等 有 毒 代谢 产物 的 大 量 积 累 ， 细胞 逐渐 
凋 亡 ， 重 组 蛋白 表达 量 逐 渐 降低 。 此 时 车 要 维持 细胞 活力 ， 就 必须 加 大 培养 基 灌 流速 度 以 加 
快 营养 的 补给 和 废物 的 去 除 。 此 举 虽 可 暂时 延长 生产 时 间 ， 但 增加 了 生产 成 本 ， 重 组 蛋白 被 
极 大 稀释 也 会 给 下 游 纯 化 带 来 困难 。 而 且 反 应 器 中 细胞 密度 不 能 无 限 增 大 ， 细 胞 活力 的 持续 
下 降 和 目的 蛋白 产量 持续 降低 最 终 会 使 生产 提前 终止 。 为 解决 以 上 问题 ， 在 生物 反应 器 中 细 
胞 密度 达到 理想 值 时 ， 控 制 细胞 增殖 速率 就 成 为 大 规模 细胞 培养 能 否 成 功 的 关键 。 在 早期 杂 
交 瘤 细胞 的 培养 研究 中 ， 细 胞 分 裂 抑制 主要 通过 限制 必需 营养 成 分 或 在 培养 基 中 加 入 DNA 
合成 抑制 剂 以 及 加 入 基因 组 毒性 物质 而 实现 的 。 但 这 种 方法 干扰 细胞 正常 代谢 ， 影 响 细胞 活 
力 ， 无 法 长 时 间 培 养 。1993 年 ， 研 究 人 员 利 用 一 个 温度 敏感 的 CHO 细胞 系 建立 了 温 控 型 生 
长 抑制 表达 系统 。 该 系统 在 温度 升 至 39% 时 可 获得 生长 抑制 ， 总 外 源 蛋 白 产 率 有 所 提高 。 
但 是 长 时 间 暴 露 于 较 高 温度 下 ， 细 胞 活力 迅速 降低 ， 生 产 周 期 仍 难以 达到 理想 的 程度 。 

已 知 细胞 周期 由 4 个 时 相 即 G 期 、S 期 、G, 期 和 M 期 组 成 。 在 细胞 周期 的 进展 中 ， 存 
在 几 个 关键 的 “检查 点 ” (check point) ， 它 们 决定 细胞 周期 是 否 继续 。 若 细胞 无 法 通过 检查 
点 ， 要 么 停止 生长 ， 要 么 凋 亡 。 就 我 们 关心 的 生长 抑制 方面 ， 在 G1/S 检查 点 较 易 实现 。 该 
检查 点 由 一 系列 基因 精确 地 调控 着 。 这 种 调控 机 制 为 从 基因 层面 控制 细胞 的 增殖 提供 了 
可 能 。 

6. 改善 重组 蛋白 质 糖 基 化 ”蛋白 质 的 翻译 后 的 修饰 (如 糖 基 化 、 甲 基 化 、 磷 酸化 等 ) 
对 其 活性 有 很 大 的 影响 。 糖 链 影响 糖 蛋 白 的 药理 活性 、 生 理 和 生化 活性 (溶解 度 、 稳 定性 、 
折 芭 和 分 泌 ) 及 药 代 动力 学 (半衰期 、 靶 向 性 、 免 疫 原 性 和 抗原 性 ) 。 糖 基 化 的 类 型 与 多 肽 
链 本 身 、 宿 主 细胞 有 关 。 一 般 情 况 下 ，CHO 细胞 中 多 数 高 效 表达 的 蛋白 质 均 能 正确 地 完成 
蛋白 质 的 修饰 ， 但 也 有 例外 。 利 用 基因 工程 的 方法 可 以 增强 蛋白 质 的 翻译 后 加 工 的 有 效 性 及 
分 泌 效 率 。 目 前 ， 和 蛋白 质 糖 基 化 工程 的 策略 主要 涉及 寡 糖 的 生物 合成 过 程 ， 如 通过 基因 活化 
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或 引入 编码 糖 基 化 转移 酶 或 糖苷 酶 的 基因 ， 采 用 反 义 技 术 或 其 他 方法 封闭 所 不 需要 的 糖 基 化 
形式 等 。 


10.3 ”动物 细胞 反应 过 程 关键 技术 


10. 3. 1 培养 基 


动物 细胞 能 够 在 体外 继续 存活 、 生 长 和 繁殖 ， 其 所 处 的 培养 环境 十 分 重要 ， 而 这 个 环境 
多 数 是 模拟 细胞 在 机 体内 的 生存 环境 ， 其 中 培养 基 就 是 这 个 环境 中 的 重要 组 成 ， 动 物 细胞 培 
养 基 是 体外 细胞 培养 的 重要 因素 。1955 年 ， 研 究 人 员 提 出 了 培养 基 的 基本 营养 成 分 应 是 盐 、 
氨基 酸 、 维 生 素 、 糖 和 其 他 必需 营养 物 的 等 渗 的 pH 缓冲 的 混合 物 ， 以 此 提出 了 基本 培养 基 
MEM 配方 。 在 随后 的 发 展 过 程 中 ， 基 本 培养 基 的 配方 不 断 被 改进 。 根 据 培养 基 的 来 源 及 成 
分 的 明确 程度 ， 动 物 细胞 培养 基 的 发 展 大 致 可 分 为 3 个 阶段 : 天然 培养 基 阶 段 、 合 成 培养 基 
阶段 、 无 血清 培养 基 阶 段 。 常 用 的 动物 细胞 基本 培养 基 有 MEM、F12、DMEM、DMEM/ 
Fl12、RPMI1640 、RDF 、eRDF 等 。 虽 然 ， 不 同 培养 基 有 着 不 同 的 组 成 ， 为 了 保证 细胞 的 生 
长 和 繁殖 ， 一 些 基 本 的 物理 性 质 及 组 成 是 基本 相同 的 。 

1. 培养 基 的 物理 性 质 

(1) pH: 多 数 细胞 系 在 pH 7.4 下 生长 得 很 好 。 尽 管 各 种 细胞 株 之 间 ， 细 胞 最 佳 pH 变 
化 很 小 ,但 一 些 正 常 的 成 纤维 细胞 系 以 pH 7.4 ~7.7 最 好 ， 转 化 细胞 系 以 pH 7.0 ~7.4 更 合 
适 。 据 报道 ， 上 皮 细 胞 可 在 pH 5. 5 维持 。 为 确定 最 佳 bH， 最 好 做 一 个 简单 的 生长 实验 或 特 
殊 功能 分 析 。 

酚 红 常用 做 pH 指示 剂 。pH 7. 8 呈 紫 色 ，pH 7.6 红色 中 略 蓝 色 ，pH 7.4 呈 红 色 ，pH 
7.0 变 柳 色 ，pH 6.5 变 黄色 。 

(2) 缓冲 : 由 于 细胞 在 培养 基 中 需要 消耗 营养 物质 ， 产 生 代谢 产物 ， 在 培养 的 过 程 中 ， 
培养 基 的 成 分 始终 在 发 生变 化 ， 其 中 pH 值 的 变化 较为 明显 。 细 胞 培养 过 程 中 ， 由 于 产生 或 
释放 CO, 和 乳酸 ， 引 起 pH 的 变化 。 一 般 动物 细胞 体外 培养 体系 pH 为 7.2 ~7.4， 为 了 稳定 
pH， 可 以 在 培养 液 中 加 入 缓冲 物 。 通常，NaHC0, 缓冲 系统 使 用 较 多 ， 虽然 它 在 生理 pH 下 
的 缓冲 能 力 差 . 但 由 于 它 的 毒性 小 ， 成 本 低 ， 对 培养 物 有 营养 作用 ， 它 仍 比 其 他 缓冲 系统 用 
得 多 。 

(3) 渗透 压 : 多 数 培养 细胞 对 渗透 压 有 很 宽 的 耐 受 范围 。 人 细胞 浆 的 渗透 压 约 为 
290mOsm" kg-!， 因 而 推测 这 是 体外 人 细胞 的 最 佳 值 ， 尽 管 这 与 其 他 细胞 不 同 ， 实 际 上 大 多 
数 细胞 在 260 ~320mOsm : kg” 渗透 压 情况 下 生长 是 完全 可 行 的 。 更 高 的 渗透 压 通 常会 使 细 
胞 生长 速率 减缓 ， 但 也 常 可 使 蛋白 产物 的 合成 速率 加 快 。 

(4) 温度 : 除了 温度 对 细胞 生长 有 直接 作用 外 ， 由 于 低温 下 C0, 溶解 度 增加 ， 很 有 可 
能 由 于 缓冲 剂 的 离子 化 和 pka 上 的 变化 ,温度 也 会 影响 pH。 

(5) 黏度 : 培养 基 的 黏度 主要 受 血 清 含量 的 影响 ， 在 多 数 情况 下 ， 对 细胞 生长 没有 什 
么 影响 。 可 是 ， 每 当 细胞 悬浮 液 要 搅拌 时 ， 它 变 得 非常 重要 。 若 在 搅拌 条 件 下 细胞 受到 损 
害 ， 那 么 用 羧 甲 基 纤 维 素 、 聚 乙 二 醇 或 聚 乙烯 吡咯 烷 酮 增加 培养 基 的 黏度 ， 可 以 减轻 细胞 损 
害 。 在 低 血清 浓度 或 无 血清 下 ， 这 一 点 非常 重要 。 

(6) 表面 张力 和 泡沫 : 培养 基 的 表面 张力 可 用 来 促进 原 代 细胞 贴 附 到 介质 上 ， 但 很 少 
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用 某 种 方法 控制 它 。 悬 浮 培 养 中 ,用 含 5% C0, 的 空气 在 含 血清 培养 基 中 鼓 泡 ,会 产生 泡 
沫 。 加 入 硅油 消 泡 剂 降低 表面 张力 ， 有 助 于 防止 泡沫 生成 。 

泡沫 的 作用 还 不 清楚 。 泡 沫 会 使 蛋白 质 的 变性 速率 增加 。 如 果 泡 沫 达到 培养 容器 的 顶 
部 ， 增 加 了 污染 的 危险 。 泡 沫 在 液 面 上 的 破碎 过 程 是 能 量 快速 释放 的 过 程 ， 会 造成 细胞 的 严 
重 损伤 。 细 胞 具有 轻 度 的 玻 水 特性 ， 使 得 其 在 气泡 上 升 过 程 中 向 气 一 液 界面 聚集 ， 并 随 气泡 
上 升 至 液 面 ， 在 气泡 破碎 时 ， 加 重 了 对 细胞 的 损伤 ， 如 果 泡 沫 很 稳定 ， 还 会 造成 泡沫 中 细胞 
的 营养 缺乏 。 悬 浮 细胞 培养 过 程 中 , 气泡 的 作用 是 必须 认真 对 待 的 ， 通 常用 改变 通气 方法 或 
加 入 保护 剂 的 方法 来 减少 对 细胞 的 损伤 。 

2. 培养 基 的 基本 组 成 ”由 于 动物 细胞 对 培养 基 的 要 求 高 ， 不 同 细胞 系 的 要 求 也 不 尽 相 
同 ， 要 尽 可 能 提供 与 体内 生活 条 件 接近 的 培养 环境 。 动 物 细胞 培养 基 多 使 用 人 工 配 制 的 培养 
基 ， 这 种 合成 培养 基 很 多 已 经 是 商品 化 的 固定 配方 。 虽 然 ， 它 们 的 配方 所 含 成 分 差别 较 大 ， 
但 基本 组 成 还 是 比较 接近 的 。 主 要 基本 组 成 包括 水 、 糖 类 、 必 需 氨 基 酸 、 维 生 素 、 无 机 盐 
类 、 生 长 类 因子 及 激素 、 结 合 蛋 白质 、 贴 附 与 伸展 因子 及 其 他 附加 成 分 等 。 

(1) 水 : 细胞 培养 用 的 各 种 液体 ， 都 要 用 水 来 配制 ， 对 水 的 要 求 非常 高 。 水 中 如 果 含 
有 一 些 杂 质 ， 那 对 细胞 的 生产 是 十 分 不 利 的 。 通 常 细胞 培养 用 的 污染 物 标 准 可 参考 医药 上 注 
射 用 水 标准 ,但 原则 上 应 高 于 注射 用 水 标准 。 

(2) 糖 类 ， 它 提供 细胞 生长 的 碳 源 和 人 能源， 分 解 后 释放 出 能 量 ATP， 糖 类 主要 指 葡萄 
糖 。 不 同 细胞 对 葡萄 糖 利 用 途径 相似 ， 在 无 氧 条 件 下 还 产生 乳酸 等 有 机 酸 。 

(3) 氨基 酸 : 不 同 种 类 的 细胞 对 氨基 酸 的 种 类 和 浓度 有 不 同 的 要 求 ,但 通常 增加 氨基 
酸 的 浓度 可 提高 培养 的 细胞 密度 和 产物 产 率 。 谷 氨 酰 胺 是 体外 动物 细胞 培养 的 重要 碳 源 和 能 
源 。21 种 氨基 酸 中 至 少 有 12 种 是 必需 氨基 酸 ， 包括 精 氨 酸 (Arg) 、 半 胱 氨 酸 (Cys) 、 组 氮 
酸 (His) 、 异 亮 氨 酸 (lle)、 亮 氨 酸 (Leu)、 赖 氨 酸 (Lys)、 和 蛋氨酸 (Met) 、 葵 丙 氨 酸 
(Phe) 、 苏 氨 酸 (Thr)、 色 和 氨 酸 (Trmp) 、 酷 氨 酸 (Tyr) 、 纺 氮 酸 (Val) 。 这 些 氨基 酸 必须 在 
培养 基 中 添加 ， 才 能 满足 细胞 的 生长 。 

(4) 维生素 : 它 是 一 类 微量 的 小 分 子 有 机 生物 活性 物质 ， 既 不 是 细胞 的 物质 基础 ， 也 
不 是 能 量 物质 ， 而 是 维持 细胞 正常 生理 状态 的 一 种 重要 生物 活性 物质 ， 在 细胞 中 多 形成 酶 的 
辅 基 或 辅酶 ， 对 代谢 和 生长 起 调节 和 控制 作用 。 水 溶性 维生素 包括 B 族 维生素 和 维生素 C， 
脂 溶性 维生素 包括 维生素 A、D、E 、K4 种 。 

(5) 无 机 盐 类 : 胞 内 的 无 机 盐 是 细胞 代谢 所 需 酶 的 辅 基 ， 同 时 保持 细胞 的 渗透 压 和 组 
冲 pH 的 变化 。 胞 外 无 机 盐 对 维持 正常 生长 环境 很 重要 。Na+ 是 重要 的 胞 外 阳离子 ，Na* 和 
Cl 参与 生理 电 活动 ， 具 有 维持 水 平衡 、 保 持 渗透 压 和 酸 碱 平 衡 的 作用 。 离 体 培 养 为 细胞 提 
供 足 够 的 Na* 和 Cl- 是 基本 条 件 ， 一般 为 生理 盐水 的 离子 浓度 (0.9% NaCl)。Ca* 、Mg 
是 细胞 的 构成 成 分 ， 对 细胞 间 的 互 黏 稳定 起 重要 作用 。 碳 酸 盐 缓冲 液 是 重要 的 体内 缓冲 体 
系 ， 与 K+ 、Cl -等 在 维持 酸 碱 平衡 方面 具有 重要 作用 。 微 量 元 素 有 Fe、Zn、Cu、Mn 、Co、 
Mo、F、Se、Cr、I 等 是 酶 的 组 成 成 分 ， 调 节 酶 活力 。 

(6) 生长 因子 及 激素 : 胰岛 素 是 最 常用 的 激素 ,使 用 浓度 为 1 ~10pg* ml ， 对 细胞 的 
生长 有 刺激 作用 。 其 他 激素 有 促 卵 泡 激素 、 甲 状 腺 素 、 乳 激素 、 生 育 酚 等 。 细 胞 因子 有 表皮 
生长 因子 、 成 纤维 细胞 生长 因子 和 神经 细胞 生长 因子 ， 根 据 不 同 细胞 添加 。 为 了 细胞 的 贴 壁 
生长 ， 必 须 添加 贴 附 因子 ， 如 纤维 结合 蛋白 、 胶 原 等 。 

类 化 合 物 对 动物 细胞 培养 是 必需 的 ， 实 验 中 类 脂 及 其 前 体 和 血清 常平 行使 用 。 添 加 的 
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蛋白 质 试 剂 主要 有 转 铁 蛋 白 ， 起 离子 载体 的 作用 。 有 时 用 无 机 铁 盐 ， 如 硫酸 亚 铁 、 柠 檬 酸 
铁 、 葡 萄 糖 酸 铁 等 代替 转 铁 蛋 白 。 

3. 血清 ” 绝 大 多 数 细胞 的 体外 培养 需要 在 培养 基 中 补充 一 定量 成 分 不 明确 的 生物 性 液 
体 或 组 织 提取 液 才 能 支持 细胞 的 生长 增殖 ， 其 中 血清 因 来 源 丰 富 且 易于 保存 而 成 为 被 最 广泛 
采用 的 培养 基 添 加 物 ， 常 用 的 血清 有 小 牛 血清 、 胎 牛 血清 、 马 血清 和 人 血清 。 胎 牛 血清 一 般 
用 于 要 求 更 高 的 细胞 系 。 人 血清 用 于 一 些 人 细胞 系 。 有 些 人 喜欢 马 血清 ， 因 为 可 以 从 同一 马 
群 中 获得 ， 各 批 次 间 常 有 更 好 的 一 致 性 。 

血清 是 极其 复杂 的 混合 物 ， 常 含有 食物 物质 、 代 谢 产物 、 激 素 、 血 浆 蛋 白 、 破 碎 细胞 释 
放 物 质 (如 血红 蛋白 和 血小板 的 生长 因子 ) 、 采 血 中 引入 的 污染 物 。 就 蛋白 质 而 言 ， 血 清 中 
所 含 的 蛋白 质 成 分 就 不 少 于 150 种 。 由 于 历史 原因 ， 商 业 培 养 基 大 都 是 按 添 加 血清 来 设计 
的 ， 使 用 血清 的 技术 也 已 很 成 熟 ， 尽 管 使 用 血清 有 许多 缺点 ， 仍 将 其 作为 细胞 培养 基 中 重要 
的 组 成 而 普遍 采用 。 

细胞 培养 基 中 血清 的 作用 非常 复杂 ， 已 知 的 作用 有 : 中 影响 培养 基 的 生理 性 质 ， 如 秋 
度 、 渗 透 讨 、 扩 散 速率 ; @ 含 有 和 蛋白酶 抑制 剂 ， 抑 制 消化 时 用 的 胰 和 蛋白酶 和 细胞 分 泌 的 蛋白 
酶 ;，@ 提 供 合 成 培养 基 中 不 含有 的 营养 物 用 于 细胞 代谢 (胆固醇 ) ; 四 提供 小 分 子 物质 的 载 
体 和 蛋白 ( 转 铁 和 蛋白 ) ; @@ 提 供 细 胞 贴 壁 必需 的 因子 ; @ 含 有 酶 系 ， 转 化 培养 基 中 的 成 分 成 为 
细胞 能 利用 的 形式 或 非 毒 性 物质 ，Q@ 提 供 微量 元 素 、 激 素 和 生长 因子 ，@ 结 合 或 中 和 培养 基 
中 的 毒性 物质 ，@ 结 合 和 保护 在 过 量 时 有 毒性 的 营养 物 并 缓慢 释放 它们 ;9 提供 白 蛋 白 对 细 
胞 起 保护 作用 ， 并 防止 对 其 他 重要 因子 的 非特 异性 吸附 。 

虽然 ， 动 物 细胞 培养 基 中 多 数 要 添加 血清 ， 但 由 于 血清 所 含 的 成 分 复杂 也 给 动物 细胞 培 
养 造成 了 诸多 不 利 : 中 血清 非常 昂贵 ， 其 费用 占 到 培养 基 费 用 的 50% ， 致 使 生产 成 本 大 幅 
度 提高 ; @ 血 清 中 含有 某 些 不 利于 细胞 生长 的 毒性 物质 或 抑制 物质 ， 对 某 些 细胞 的 体外 培养 
有 去 分 化 作用 ; @@ 血 清 中 大 量 成 分 复杂 的 蛋白 质 给 疫苗 、 细 胞 因子 、 单 克隆 抗体 等 下 游 培养 
产物 的 分 离 纯 化 带 来 很 大 的 困难 ; @ 批 次 与 批 次 之 间 血 清 质 量 的 差异 ， 会 影响 细胞 生长 ， 最 
终 影响 产品 质量 ; 名 血清 易 被 支原体 和 杂质 污染 。 正 是 由 于 血清 的 应 用 存在 上 述 问题 ， 促 使 
人 们 对 无 血清 培养 基 的 研究 和 应 用 日 益 重 视 。 

4. 无 血清 和 无 蛋白 培养 基 无 血清 培养 基 (serum free medium, SFM) 是 全 部 用 已 知 成 
分 组 配 的 不 加 血清 的 合成 培养 基 ， 通 常 在 含有 细胞 所 需 营养 和 贴 壁 因子 的 基础 培养 基 中 加 入 
适宜 的 促 细胞 生长 因子 ， 保 证 细胞 良好 生长 ， 是 最 适合 于 制药 生产 的 培养 基 。 它 提高 了 培养 
的 质量 ， 避 免 了 使 用 血清 带 来 的 麻烦 ， 已 有 各 种 无 血清 培养 基 上 市 。 

1975 年 ， 在 培养 基 中 用 激素 代替 血清 使 垂体 细胞 株 Gh3 在 无 血清 介质 中 生长 获得 成 功 ， 
预示 着 无 血清 培养 基 的 诱 人 前 景 。 进 入 20 世纪 80 年 代 后 ， 新 的 无 血清 培养 基 不 断 问世 ， 人 
们 经 过 研究 发 现 ， 只 要 在 培养 基 中 增加 某 些 适 于 细胞 生长 的 成 分 ， 如 纤 连 和 蛋白、 转 铁 和 蛋白 、 
胰岛 素 和 表皮 生长 因子 等 ,不 少 细胞 即 能 在 无 血清 供应 的 情况 下 生长 ， 尤 其 是 CHO 、 杂 交 
净 、 上 骨髓 瘤 细胞 以 及 BHK 细胞 等 。 某 些 细胞 在 无 血清 的 条 件 下 ， 其 生长 和 抗体 的 产量 甚至 
较 有 血清 培养 时 高 出 数 倍 。 另 外 ， 动 物 细胞 培养 应 用 无 血清 培养 基 的 成 功 ， 还 将 为 某 些 疫苗 
的 生产 降低 成 本 。 这 些 都 足以 说 明 动 物 细胞 无 血清 培养 基 的 研究 和 应 用 进入 了 新 的 时 期 。 

目前 ， 无 血清 培养 基 已 进入 第 3 代 。 第 1 代 无 血清 培养 基 虽 然 不 含 血清 ， 但 含有 大 量 的 动 
物 和 植物 蛋白 质 ， 如 牛 血清 白 蛋 白 (BSA) 和 动物 的 刺激 激素 等 。 虽 然 其 总 蛋白 质量 明显 低 于 
有 血清 培养 基 ， 但 和 蛋白质 含量 依然 很 高 。 因 此 厂商 致力 于 发 展 第 2 代 无 血清 培养 基 ， 其 主要 特 
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点 是 完全 不 用 动物 来 源 蛋 白 ， 称 之 为 无 血清 、 无 动物 衍生 蛋白 。 它 的 优点 是 既 可 降低 生产 成 
本 ， 又 能 加 快报 批 的 速度 ， 因 为 政府 药品 监管 部 门 对 产品 是 否 用 含 无 血清 培养 基 生 产 相 当 关 
注 。 由 于 生物 工程 的 要 求 ， 第 3 代 无 血清 培养 基 近 年 已 出 现 ， 即 完全 没有 蛋白 质 或 含量 极 低 ， 
称 之 为 双 无 培养 基 ， 即 无 血清 、 无 蛋白 质 的 培养 基 。 这 带 来 下 述 几 个 方面 的 好 处 : 首先 是 因为 
培养 基 全 为 化 学 已 知 物 ， 因 此 细胞 培养 与 生产 很 容易 做 到 恒定 ; 其 次 是 细胞 分 泌 的 目的 蛋白 的 分 
离 纯化 更 为 容易 ; 最 后 是 细胞 培养 基 的 成 本 大 为 下 降 ， 生 产 中 品质 管理 更 加 容易 。 第 4 代 无 血清 
培养 基 是 一 种 无 血清 、 无 蛋白 质 、 又 可 以 高 温 消 毒 的 适合 于 许多 种 不 同 细胞 生长 的 全 能 型 培 
养 基 。 

应 用 无 血清 培养 环境 进行 动物 细胞 的 规模 化 重组 蛋白 质 表 达 生产 已 成 为 一 种 趋势 。 无 血清 
培养 基 由 于 其 组 成 成 分 相对 清楚 ， 制 备 过 程 简单 ， 在 现代 生物 技术 学 领域 得 到 广泛 应 用 。 无 血 
清 培养 技术 也 是 阐明 细胞 生成 、 增 殖 、 分 化 及 基因 表达 调控 的 基础 研究 问题 的 有 力 工 具 。 

近年 的 实践 证 明 ， 使 用 无 血清 培养 基 ， 在 细胞 的 生长 速率 和 细胞 密度 及 和 蛋白质 的 表达 水 
平方 面 都 不 亚 于 血清 培养 ， 甚 至 在 某 些 方面 超过 血清 培养 ， 而 这 正 是 评价 细胞 培养 基 的 几 个 
重要 指标 ， 无 血清 培养 基 尚 存在 不 足 的 方面 ， 但 其 显著 的 优势 将 使 无 血清 培养 技术 逐步 取代 
含 血清 细胞 培养 。 无 血清 培养 基 已 广泛 地 应 用 于 细胞 生物 学 、 药 理学 、 肿 瘤 学 和 细胞 工程 领 
域 。 无 血清 培养 基 的 应 用 主要 表现 在 以 下 几 个 方面 : 研究 细胞 的 分 化 条 件 。 目 前 已 有 许多 
在 含 血清 的 培养 基 中 不 能 保持 原 代 细胞 分 化 现象 的 细胞 系 ， 在 无 血清 培养 基 中 成 功 地 保留 着 
分 化 能 力 和 分 化 现象 。 如 人 结肠 癌 细 胞 LIMI1863 在 无 血清 培养 基 的 培养 下 保持 着 肾脏 的 转 
运 功 能 。@@ 用 于 激素 、 生 长 因子 和 药物 等 与 细胞 相互 作用 的 研究 。@ 用 于 从 多 种 细胞 混 林 的 
培养 中 选择 目的 细胞 ， 通 过 对 无 血清 培养 基 中 的 某 些 成 分 的 取舍 ， 可 抑制 原 代 组 织 培养 物 中 
非 目的 细胞 的 过 度 生 长 ， 达 到 选择 目的 细胞 的 目的 。@ 四 肿瘤 病理 学 和 病因 学 的 研究 。 如 用 于 
研究 致癌 因子 对 细胞 的 影响 ， 研 究 肿瘤 细胞 对 可 能 触发 正常 细胞 终 未 分 化 的 外 周 信号 的 反应 
能 力 ， 或 用 于 研究 正常 细胞 与 肿瘤 细胞 的 生长 和 移行 与 基底 膜 信号 的 关系 等 。@ 用 于 生产 疫 
苗 、 单 克隆 抗体 和 生物 活性 蛋白 等 生物 制品 。 

无 血清 培养 基 通 常 添加 生长 附加 成 分 ， 如 激素 与 生长 因子 、 低 分 子 营养 成 分 和 转 铁 蛋白 
等 ， 主 要 包括 胰岛 素 、 孕 酮 、 硒 酸 钠 、 转 铁 蛋 白 等 ( 表 104) 。 

表 10-4 无 血清 培养 基 中 主要 添加 成 分 及 作用 


例 子 主要 成 分 作用 


多 肽 类 激素 : 胰岛 素 、 生 长 激素 、| 胰岛 素 促进 对 葡萄 糖 和 氨基 酸 的 利用 ， 及 糖 原 和 
胰 高 血糖 素 等 ; 省 体 类 激素 : 孕 | 脂肪 酸 的 合成 ， 对 细胞 的 生长 具有 刺激 作用 。 氧 
酮 、 氧 化 可 的 松 、 雄 二 醇 等 ， 多肽 | 化 可 的 松 可 促进 细胞 贴 壁 和 细胞 分 裂 ， 在 某 些 情 
类 生长 因子 : 表皮 生长 因子 、 成 纤 | 况 下 会 抑制 细胞 生长 和 诱导 细胞 分 化 。 生 长 因子 
维 细胞 生长 因子 、 神 经 生长 因子 等 | 对 维持 细胞 体外 培养 生存 、 增 殖 和 分 化 起 调节 作用 


转运 蛋白 与 其 受 体 及 Fe 复合 物 结合 使 细胞 获得 
微量 元 素 铁 ， 还 具有 生长 因子 的 性 质 
贴 壁 和 扩展 | 如 纤 连 蛋白 、 胶 原 、 聚 赖 氨 酸 和 昆 | 纤 连 蛋白 和 昆布 氨 酸 促进 细胞 贴 附 伸展 并 影响 细 
因子 布 氨 酸 胞 增殖 和 分 化 

低 分 子 质量 微量 元 素 能 消除 过 氧化 物 酶 和 氧 自由 基 对 细胞 的 
营养 因子 损害 ; 维生素 参与 代谢 ， 抗 氧化 等 


结合 蛋白 如 转 铁 和 蛋白 和 白 蛋 白 


如 微量 元 素 、 维 生 素 和 脂 类 等 


396 


第 10 章 动 、 植 物 细胞 反应 工程 


10. 3.2 细胞 培养 的 基本 条 件 和 常规 操作 


动物 细胞 培养 过 程 中 涉及 一 些 具体 的 操作 条 件 及 操作 技术 ， 本 小 节 将 从 动物 细胞 培养 基 
本 条 件 、 细 胞 的 消化 、 细 胞 计数 、 动 物 细胞 冷冻 保存 和 细胞 培养 的 污染 和 控制 等 几 个 方面 对 
其 进行 介绍 。 

1. 动物 细胞 培养 基本 条 件 

(1) 细胞 培养 基 的 准备 : 合适 的 细胞 培养 基 是 体外 细胞 生长 、 增 殖 的 最 重要 的 条 件 之 
一 ， 培 养 基 不 仅 提供 细胞 营养 和 促进 细胞 生长 增殖 的 基础 物质 ， 而 且 还 提供 培养 细胞 生长 和 
繁殖 的 生存 环境 。 

细胞 培养 基 由 于 有 些 成 分 不 很 稳定 ， 所 以 即使 在 灭 菌 的 情况 下 也 需要 注意 其 保存 并 在 有 
效 期 内 使 用 。 液 体 培养 基 应 于 4% 冰箱 避 光 保存 ， 实 验 前 放 入 37% 预 热 。 未 加 血清 液体 培养 
基 有 效 期 为 12 个 月 。 液 体 培 养 基 中 的 万 谷 氮 酰 胺 会 随 着 储存 时 间 的 延长 而 慢 慢 分 解 。 如 果 
细胞 生长 不 良 ， 可 以 再 添加 适量 的 工 - 谷 氨 酰 胺 。 干粉 培养 基 避 光 保存 在 4% 冰箱 内 ， 有 效 期 
为 36 个 月 。 

(2) 血清 准备 : 目前 来 说 ， 多 数 细胞 培养 基 中 还 是 添加 血清 的 。 大 量 购买 血清 前 应 对 
血清 对 细胞 的 生长 能 力 的 影响 进行 监测 。 对 已 购买 的 血清 ， 必 须 储存 于 -70 ~ -20% ， 瓶 装 
血清 使 用 前 解冻 采用 逐步 解冻 法 ， 不 可 直接 解冻 ， 以 免 造 成 恒 白质 凝集 沉淀 。 

(3) 细胞 培养 环境 : 体外 培养 的 细胞 由 于 缺乏 对 微生物 和 有 毒物 的 防御 能 力 ， 一 旦 被 
微生物 或 有 毒物 质 污染 ， 或 者 自身 代谢 物质 积累 ， 均 可 导致 细胞 中 毒 死 亡 。 因 此 ， 无 菌 、 无 
毒 的 操作 和 培养 环境 是 保证 细胞 在 体外 培养 成 功 的 首要 条 件 。 在 体外 培养 细胞 时 ， 必 须 保 持 
细胞 的 生存 环境 无 菌 、 无 毒 ， 并 及 时 清除 细胞 代谢 产物 。 

细胞 培养 是 一 种 无 菌 操作 技术 ,要求 细 胞 培养 室 环 境 清洁 、 空 气 清新 、 干 燥 和 无 烟尘 。 
细胞 培养 室 的 设计 原则 一 般 是 无 菌 操作 区 设 在 室内 较 少 走动 的 内 侧 ， 常 规 操 作 和 封闭 培养 于 
一 室 ， 而 洗刷 、 消 毒 在 另 一 室 。 通 常 细胞 培养 需要 用 到 的 设施 和 设备 有 超 净 工作 台 、 无 菌 操 
作 间 、 培 养 箱 、 灭 菌 锅 、 离 心机 、 显 微 镜 等 。 

(4) 培养 器 严 : 一 般 实 验 室 常 用 细胞 培养 器 耻 有 培养 瓶 、 培 养 板 、 培 养 四 等 。 器 亚 要 
求 无 毒 、 透 明 、 有 利于 细胞 黏附 和 生长 的 容器 ， 和 常用 一 次 性 聚 茶 乙 烯 材料 制品 或 中 性 硬度 玻 
璃 制品 。 常 使 用 的 器 严 除 上 面 提 到 的 还 有 液体 储存 瓶 、 吸 管 、 离 心 管 、 三 角 瓶 等 。 

(5) 恒定 的 细胞 生长 温度 : 培养 的 细胞 对 温度 非常 敏感 ， 恒 定 的 温度 是 细胞 培养 成 功 
的 关键 之 一 。 不 同 的 细胞 对 培养 温度 的 需要 是 不 同 的 。 通 常 细胞 对 低温 的 耐 受 力 比 对 高 温 的 
耐 受 力 强 。 适 当地 加 入 冷冻 保护 剂 的 细胞 可 在 超低温 下 长 期 保存 。 

(6) 合适 的 气体 环境 : 气体 是 哺乳 动物 细胞 生存 的 必需 条 件 之 一 ， 所 需 气体 主要 有 0， 
和 CO,，0, 与 细胞 的 氧化 磷酸 化 ,产生 供给 细胞 生长 增殖 的 能 量 和 合成 细胞 生长 所 需 用 的 
各 种 成 分 。C0, 既是 细胞 代谢 产物 ， 也 是 细胞 生长 繁殖 所 需 成 分 ， 对 维持 培养 液 的 pH 的 稳 
定 作 出 贡献 。 

2. 细胞 的 消化 ”从 原 代 组 织 中 分 离 细 胞 或 者 对 已 培养 的 细胞 进行 传代 培养 ， 都 需要 对 
细胞 进行 消化 ， 以 获得 解 离 的 细胞 。 原 代 组 织 中 分 离 细胞 是 将 组 织 块 分 离 ( 散 ) 成 细胞 悬 
液 ， 最 常用 的 是 机 械 解 离 细 胞 法 、 酶 学 解 离 细胞 法 以 及 整合 剂 解 离 细胞 法 。 通 常情 况 是 先 机 
械 分 散 后 酶 解 聚 。 细 胞 暴露 在 酶 中 的 时 间 要 尽 可 能 短 ， 以 保持 最 大 的 活性 。 通 常 利 用 的 酶 有 
胰 蛋 白 酶 (trypsin) 、 胶 原 酶 ( collagenase) 和 分 散 酶 (dispase) 等 。 对 获得 的 细胞 进行 计 
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数 、 培 养 。 

从 原 培养 容器 中 对 贴 壁 细胞 进行 传代 培养 ,需要 分 离 细 胞 ， 并 要 保持 细胞 完整 性 。 在 传 
代 培 养 时 需 再 次 检测 细胞 的 活性 ， 细 胞 的 活 率 应 该 超过 90% ， 对 无 血清 培养 基 ， 应 降低 胰 
和 蛋白酶 使 用 量 。 细 胞 消化 的 操作 过 程 包括 : 中 遗弃 使 用 过 的 细胞 培养 基 。@ 使 用 不 包含 有 和 钙 
镁 的 平衡 盐 溶液 或 EDTA 清洗 细胞 。@) 在 培养 瓶 对 着 细胞 的 一 面 加 入 清洗 溶液 ， 通 过 转动 培 
养 瓶 1 ~2min 清洗 细胞 层 ， 然 后 去 除 清洗 液 。 四 以 每 25cm 2 ~ 3ml 的 量 ， 加 选择 的 消化 液 
到 培养 瓶 对 着 细胞 的 一 面 ， 确 保 消化 液 覆 盖 细 胞 层 ， 在 37% 哼 育 培养 产 ， 轻 轻 摇动 培养 瓶 ， 
在 5~15min 内 ， 细 胞 就 会 脱落 。 细 胞 分 离 需要 的 时 间 因 细胞 系 不 同 而 有 所 变化 。 仔 细 监 测 
细胞 分 离 过 程 ， 避 免 细 胞 受 损伤 。 对 难于 从 培养 瓶 基层 分 离 的 细胞 系 ， 可 以 轻 轻 敲打 ， 以 加 
速 分 离 过 程 。@ 当 细胞 完全 分 离 时 ， 垂 直 放 置 培养 瓶 ， 让 细胞 流 到 培养 瓶 的 底部 。@ 在 培养 
瓶 中 加 入 完全 培养 基 ， 通 过 移 液 管 在 单 层 细胞 表面 反复 吹 打 来 分 散 细胞 ， 计 数 并 再 次 培养 
细胞 。 

3. 细胞 的 计数 及 活力 测定 ”培养 的 细胞 在 一 般 条 件 下 要 求 有 一 定 的 密度 才能 生长 良好 ， 
所 以 要 进行 细胞 计数 。 计 数 结果 以 每 毫升 细胞 数 表示 。 在 细胞 群体 中 总 有 一 些 因 各 种 原因 而 
死亡 的 细胞 ， 总 细胞 中 活 细胞 所 占 的 百分比 叫做 细胞 活力 。 从 组 织 中 分 离 细胞 一 般 也 要 检查 
活力 ， 以 了 解 分 离 的 过 程 对 细胞 是 否 有 损伤 作用 。 复 苏 后 的 细胞 也 要 检查 活力 ， 了 解冻 存 和 
复苏 的 效果 。 为 了 对 活 细胞 计数 ， 可 将 细胞 与 合适 的 染料 结合 ， 使 其 着 色 。 活 细胞 能 够 阻止 
这 些 染料 进入 细胞 内 ， 从 而 将 活 细胞 与 死 细胞 分 开 ， 常 用 的 染料 有 台 酚 蓝 、 伊 红 Y 等 。 细 
胞 计数 可 用 血细胞 计数 板 或 Coulter 计数 器 。 前 者 适 于 样品 量 较 少 的 情况 ，Coulter 计数 器 可 
以 用 于 大 量 细胞 样品 计数 ， 速 度 较 快 ， 但 无 法 分 辩 活 细胞 和 死 细胞 。 

利用 细胞 内 某 些 酶 与 特定 的 试剂 发 生 显 色 反 应 ， 也 可 测定 细胞 相对 数 和 相对 活力 。 通 常 
利用 MTT 法 测定 细胞 相对 数 和 相对 活力 。 活 细胞 中 的 琥珀 酸 脱氧 酶 可 使 MTT 分 解 产生 蓝 色 
结晶 状 甲 琅 颗粒 积 于 细胞 内 和 细胞 周围 。 其 量 与 细胞 数 成 正比 ， 也 与 细胞 活力 成 正比 。 因 
此 ， 可 依据 产生 的 颜色 的 量 表征 细胞 活力 。MTT 法 只 能 测定 细胞 相对 数 和 相对 活力 ， 不 能 
测定 细胞 绝对 数 。 

4. 动物 细胞 冷冻 保存 和 复苏 ”动物 细胞 冷冻 保存 的 主要 目的 是 保存 种 子 细胞 ， 以 便 随 
时 取 用 。 同 时 ,冷冻 保存 是 细胞 长 期 保存 的 唯一 方法 ， 有 利于 减少 细胞 被 微生物 污染 和 细胞 
之 间 交 叉 污 染 的 危险 性 ， 减 少 细胞 因 传代 培养 而 引起 的 遗传 变异 和 形态 改变 以 及 避免 有 限 细 
胞 系 出 现 衰老 或 恶性 转化 。 大 多 数 细胞 一 般 都 可 冷冻 保存 于 - 130Y 以 下 低温 多 年 。 这 种 细 
胞 深 低 温 保存 的 基本 原理 是 在 低 于 -70% 时， 细胞 内 的 酶 活性 均 已 停止 ， 即 代谢 处 于 完全 停 
止 状态 ， 故 可 以 长 期 保存 。 细 胞 低温 保存 的 关键 ， 在 于 通过 0 ~ 20% 阶段 的 处 理 过 程 。 在 此 
温度 范围 内 ,冰晶 呈 针 状 , 极 易 导致 细胞 的 严重 损伤 。 

动物 细胞 的 冷冻 保存 有 几 个 关键 的 要 素 ， 其 对 保存 的 质量 有 较 大 的 影响 ， 例 如 冷冻 温度 
的 控制 、 冷 冻 培 养 基 的 组 成 、 细 胞 生长 期 、 细 胞 周期 状态 以 及 冷冻 培养 基 中 的 细胞 数 和 细胞 
浓度 等 。 

在 冷冻 保存 前 ， 先 测试 细胞 是 否 受 到 污染 ,准备 好 含有 5% ~10% DMSO 的 冷冻 培养 基 ， 
稀释 去 除 培养 上 清 液 的 细胞 至 细胞 密度 为 每 毫升 (1 ~5) x10° 个 细胞 。 室 温 平 衡 15 ~ 
60min ， 细 胞 先 经 过 -20% 冷 冻 ， 时 间 小 于 60min， 然 后 迅速 转移 至 液 氮 饶 中 。24h 后 可 以 取 
出 一 管 冷 冻 细胞 培养 ， 测 定 细胞 的 存活 率 。 

冻 存 细胞 较 脆 弱 ， 对 其 进行 复苏 要 轻柔 操作 。 冻 存 细胞 要 快速 融化 ， 并 直接 加 入 完全 生 
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长 培养 基 中 。 若 细胞 对 冻 存 剂 (DMSO 或 甘油 ) 敏感 ， 离 心 去 除 冻 存 培 养 基 ， 然 后 加 入 完 
全 生长 培养 基 中 。 大 多 数 细胞 在 解冻 24h 内 的 存活 率 会 下 降 ， 且 达到 最 低 点 ， 可 能 是 由 于 细 
胞 冷冻 保存 过 程 中 对 细胞 产生 的 损伤 而 导致 的 细胞 的 凋 亡 。24h 后 ， 细 胞 则 开始 恢复 ， 且 以 
指数 方式 增加 。 

5. 细胞 培养 的 污染 途径 和 控制 方法 ” 按 现 代 的 观念 ， 凡 是 混入 培养 环境 中 对 细胞 生存 
有 害 的 成 分 和 造成 细胞 不 纯 的 异物 都 应 该 视 为 污染 。 根 据 这 一 概念 ， 组 织 培养 污染 物 应 包括 
生物 (真菌 、 细 菌 、 病 毒 和 支原体 )、 化 学 物质 (影响 细胞 生存 、 非 细胞 所 需 的 化 学 成 分 ) 、 
细胞 ( 非 同 种 的 其 他 细胞 ) 。 其 中 微生物 最 为 多 见 。 另 外 ， 随 着 使 用 细胞 种 类 增多 ， 不 同 细 
胞 交叉 污染 ， 尤 其 是 Hela 细胞 的 污染 也 时 有 发 生 。 

1) 污染 途径 

(1) 空气 : 空气 是 微生物 及 尘埃 颗粒 传播 的 主要 途径 。 空 气流 动 性 大 ， 如 果 培 养 操 作 
场地 与 外 界 隔 离 不 严格 或 消毒 不 充分 ， 外 界 不 洁 空气 很 容易 进入 并 造成 污染 。 因 此 ， 培 养 设 
施 不 能 设 在 通风 场所 。 无 菌 操 作 应 在 净化 台 内 进行 ， 工 作 时 要 戴 口 日 ， 以 免 因 讲话 、 咳 嗽 等 
使 外 界 污染 进入 操作 面 ， 造 成 污染 。 

(2) 器 材 : 各 种 培养 器 血 、 器 械 消 毒 不 彻底 和 洗刷 不 干净 导致 污染 ， 另 外 需要 对 培养 
箱 进 行 定 期 消毒 ， 防 止 形成 污染 。 

(3) 操作 : 实验 操作 无 菌 观念 不 强 ， 技 术 不 熟练 ， 使 用 污染 的 器 严 或 封 瓶 不 严 等 ， 都 
可 以 造成 污染 。 培 养 两 种 细胞 以 上 时 ， 操 作 不 规范 ， 交 叉 使 用 吸管 或 培养 液 、 瓶 等 有 可 能 导 
致 细胞 交叉 污染 。 

(4) 血清 ， 有 些 血清 在 生产 时 就 已 经 被 支原体 或 病毒 等 污染 ， 变 成 了 污染 源 。 

(5) 组 织 样本 : 原 代 培 养 的 污染 多 数 来 源 于 组 织 样本 ; 取材 时 碘 酒 消毒 后 脱 碘 不 彻底 ， 
可 造成 碘 混 和 组织 、 细 胞 或 培养 液 中 ， 影 响 细 胞 生长 。 

2) 污染 对 培养 细胞 的 影响 : 由 于 体外 培养 细胞 自身 没有 抵抗 污染 的 能 力 ， 而 且 培 养 基 
中 的 抗生素 抗 污 染 能 力 有 限 ， 因 而 培养 细胞 一 旦 发 生 污染 ， 多 数 情况 下 将 无 法 挽回 后 果 。 细 
胞 污染 早期 或 污染 程度 较 轻 时 ， 如 果 能 及 时 去 除 污染 物 ， 部 分 细胞 有 可 能 恢复 。 但 是 ， 若 污 
染 物 持续 存在 培养 环境 中 : 轻 者 致使 细胞 生长 缓慢 ， 分 裂 相 减少 ， 细 胞 变 得 粗糙 ， 轮 廓 增 
强 ， 细 胞 浆 出 现 颗粒 ; 严重 者 致使 细胞 增殖 停止 ， 分 裂 相 消失 ， 细 胞 质 中 出 现 大 量 堆积 物 ， 
细胞 变 圆 、 脱 壁 。 

细胞 培养 中 ， 细 胞 间 交 叉 污 染 并 不 罕见 ， 多 是 由 于 在 培养 中 操作 时 各 种 细胞 同时 进行 ， 
混杂 使 用 回血 和 液体 所 致 ， 这 种 污染 能 使 细胞 的 生长 特性 、 形 态 特 征 等 发 生变 化 ， 有 些 变化 
较 轻 、 不 易 察 觉 ， 有 些 可 能 由 于 污染 的 细胞 具有 生长 优势 最 终 压 过 原来 细胞 而 导致 细胞 的 生 
长 抑制 ， 最 终 死亡 。 常 用 观察 细胞 形态 学 、 分 析 生 长 特性 和 核 型 、 检 测 细胞 的 标志 物 等 方法 
检测 交叉 污染 的 细胞 。 

3) 污染 的 预防 ， 防止 污 染 ， 预防 是 关键 ,预防 措施 应 该 贯穿 整个 细胞 培养 的 始终 。 从 
培养 器 严 的 准备 、 开 始 操作 前 及 操作 过 程 中 均 需 要 注意 操作 的 规范 : 对 于 已 经 获得 的 稳定 细 
胞 系 及 早 冻 存 ， 重 要 的 细胞 株 传代 工作 应 由 两 个 人 独立 进行 ; 购 入 的 未 灭 活血 清 应 采取 
56% 水浴 灭 活 30min， 使 血清 的 补体 和 支原体 灭 活 ; 为 了 避免 诱导 抗 药 细菌 ， 应 定期 更 换 培 
养 系统 的 抗生素 ， 或 尽 可 能 不 用 抗生素 ; 对 新 购 入 的 细胞 株 应 加 强 观 察 ， 防 止 外 来 污染 源 ; 
定期 消毒 培养 箱 等 。 

4) 污染 的 排除 : 培养 的 细胞 一 旦 污染 应 及 时 处 理 ， 防 止 污染 其 他 细胞 。 通 常 高 压 灭 菌 
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被 污染 的 细胞 ， 然 后 弃 掉 。 如 果 有 价值 的 细胞 被 污染 ， 并 且 污 染 程度 较 轻 ， 可 以 通过 及 时 排 
除 污染 物 ， 挽 救 细胞 使 其 恢复 正常 。 常 用 的 排除 微生物 污染 的 方法 有 以 下 几 种 。 

(1) 抗生素 排除 法 : 抗生素 是 细胞 培养 中 杀 灭 细菌 的 主要 手段 。 各 种 抗生素 性 质 不 同 ， 
对 微生物 作用 也 不 同 ， 联 合 应 用 比 单 用 效果 好 ， 预 防 性 应 用 比 污染 后 应 用 好 。 如 果 发 生 微 生 
物 污染 后 再 使 用 抗生素 ， 常 难以 根除 。 有 的 抗生素 对 细菌 仅 有 抑制 作用 ， 无 杀 灭 效应 。 反 复 
使 用 抗生素 还 会 使 微生物 产生 耐 药性 ， 而 且 对 细胞 本 身 也 有 一 定 影响 ， 因 此 有 人 主张 尽量 不 
用 抗生素 处 理 ， 当 然 ， 一些 有 价值 的 细胞 被 污染 后 ， 仍 需要 用 抗生素 挽救 ， 在 这 种 情况 下 ， 
可 采用 5 ~ 10 倍 于 常用 量 的 冲击 法 ， 加 入 高 浓度 抗生素 后 作用 24 ~ 48h， 再 换 入 常规 的 培养 
液 ， 有 时 可 以 奏效 。 

(2) 加 温 除 菌 : 根据 支原体 耐 热 性 能 差 的 特点 ， 有 人 将 受 支原体 污染 的 细胞 置 于 41%C 
中 作用 5 ~ 10h (最 长 可 以 达 18h) 杀 灭 支原体 。 但 是 41%C 对 细胞 本 身 也 有 较 大 影响 ， 故 在 
处 理 前 ， 应 先进 行 预 试 验 ， 确 定 最 大 限度 杀伤 支原体 而 对 细胞 影响 较 小 的 处 理 时 间 。 

(3) 动物 体内 接种 : 受 微生物 污染 的 肿瘤 细胞 可 以 接种 到 同 种 动物 皮下 或 腹腔 ， 借 动 
物体 内 免疫 系统 消灭 掉 微 生物 ， 肿 瘤 细 胞 却 能 在 体内 生长 ， 待 一 定时 间 ， 从 体内 取出 再 进行 
培养 繁殖 。 

(4) 与 巨 哈 细胞 共 培 养 . 在 良好 的 体外 培养 条 件 下 巨 鸣 细 胞 可 以 存活 7 ~ 104， 并 可 以 
分 泌 一 些 细胞 因子 支持 其 他 细胞 的 克隆 生长 。 与 体内 情况 相似 ， 巨 鸣 细 胞 在 体外 条 件 下 仍然 
可 以 吞 吹 微 生物 并 将 其 消化 。 利 用 96 孔 板 将 极 少数 培养 细胞 与 巨 噬 细 胞 共 培 养 ， 可 以 在 高 
度 稀 释 条 件 下 培养 细胞 、 极 大 地 降低 微生物 污染 程度 的 同时 ， 更 有 效 地 发 挥 巨 吹 细 胞 清除 污 
染 的 效能 。 本 方法 与 抗生素 联合 应 用 效果 更 佳 。 


10. 3. 3 细胞 培养 生物 反应 器 


无 论 细胞 工程 采用 何 种 技术 手段 ， 人 研究 什么 内 容 ， 其 最 终 目 的 是 利用 动 、 植 物 细胞 催化 
原料 合成 目的 产物 。 细 胞 工程 技术 终究 是 在 细胞 反应 动力 学 研究 基础 上 的 对 活 细胞 的 体外 操 
作 技 术 ， 整 个 反应 过 程 是 在 可 控制 的 情况 下 实施 的 ， 这 种 可 操作 性 使 得 细胞 工程 技术 发 展 衍 
生出 生物 反应 器 工程 技术 。 

广义 的 生物 反应 器 指 利用 微生物 、 植 物 、 动 物 或 人 细胞 ， 或 者 用 专 一 性 酶 通过 生物 方法 
将 原料 转化 为 特定 产品 的 容器 ， 通 常 依据 容器 的 性 质 和 组 成 的 不 同 将 其 分 为 发 酵 饶 、 动 物 表 
达 系 统 、 植 物 表 达 系 统 、 昆 虫 表达 系统 以 及 细胞 表达 系统 ; 狭义 的 生物 反应 器 指使 生物 技术 
转化 为 产品 、 生 产 力 的 关键 设备 ， 其 在 生物 反应 过 程 中 处 于 中 心地 位 ， 特 指 发 酵 饶 设备 。 事 
实 上 ,通过 生物 反应 器 的 概念 ， 我 们 不 难得 到 这 样 一 个 结论 ， 每 一 个 被 培养 的 动物 细胞 、 植 
物 细胞 、 微 生物 都 是 一 个 独立 的 生物 反应 容器 ， 它 们 利用 培养 基 中 的 原料 ， 在 无 菌 条 件 下 合 
成 生物 体 本 身 、 重 要 次 生 代 谢 产 物 ( 如 黄酮 、 类 项、 举 体 及 其 苷 、 生 物 碱 等 ) 或 生物 制品 
(如 酶 、 干 扰 素 、 生 长 因子 、 抗 体 等 ) 等 。 所 以 ， 人 工控 制 发 酵 饶 条 件 实际 上 是 间接 地 对 每 
一 个 细胞 生长 、 代 谢 的 操纵 。 本 部 分 内 容 主 要 针对 动物 细胞 生物 反应 器 即 狭义 的 细胞 培养 生 
物 反应 器 进行 简单 的 介绍 。 

在 动物 细胞 的 培养 过 程 中 ， 细 胞 培养 生物 反应 器 是 整个 过 程 的 关键 设备 ， 它 要 为 细胞 提 
供 适 宜 的 生长 环境 并 决定 着 细胞 培养 的 质量 和 产量 。 按 照 动 物 细胞 的 生长 要 求 ， 具 备 低 的 剪 
切 效应 、 较 好 的 传递 效果 和 流体 力学 性 质 是 这 类 反应 器 设计 或 改进 必须 遵循 的 原则 。 

目前 ， 动 物 细 胞 培养 用 生物 反应 器 主要 包括 : 转 瓶 培养 器 、 塑 料 袋 增殖 器 、 填 充 床 反应 
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器 、 多 层 板 反应 器 、 螺 旋 膜 反应 器 、 管 式 螺旋 反应 器 、 陶 质 矩 形 通道 蜂窝 状 反应 器 、 流 化 床 
反应 器 、 中 空 纤维 及 其 他 膜 式 反应 器 、 朱 拌 反应 器 、 气 升 式 反 应 器 等 。 按 其 培养 细胞 的 方式 
不 同 ， 这 些 反应 可 分 为 以 下 3 类 : 中 悬 浮 培养 用 反应 器 ， 如 搅拌 反应 器 、 中 空 纤 维 反 应 器 、 
陶 质 和 矩形 通道 蜂窝 状 反应 器 、 气 升 式 反 应 器 。@) 贴 壁 培养 用 反应 器 ， 如 搅拌 反应 器 〈 微 载体 
培养 ) 、 玻 璃 珠 床 反应 器 、 中 空 纤维 反应 器 、 陶 质 矩 形 通道 蜂 罕 状 反应 器 。@) 包 埋 培 养 用 反 
应 器 ， 如 流 化 床 反应 器 、 固 化 床 反应 器 。 按 照 能 量 的 输入 方式 ， 细 胞 培养 生物 反应 器 分 为 搅 
拌 式 生物 反 应 器 、 气 升 式 生物 反应 器 、 固 定 床 和 流 化 床 生物 反应 器 、 膜 式 生物 反应 器 等 。 

1. 搅拌 式 生 物 反 应 器 ” 它 靠 搅拌 桨 提供 液 相 搅拌 的 动力 ， 有 较 大 的 操作 范围 、 良 好 的 
混合 性 和 浓度 均匀 性 ， 因 此 在 生物 反应 中 被 广泛 应 用 。 但 由 于 动物 细胞 没有 细胞 壁 的 保护 ， 
因此 对 剪 切 作用 十 分 敏感 ， 直 接 的 机 械 搅拌 很 容易 对 其 造成 损伤 ， 传 统 的 用 于 微生物 的 搅拌 
反应 器 用 作 动 物 细胞 的 培养 显然 是 不 合适 的 。 所 以 ,动物 细胞 培养 中 的 搅拌 式 反 应 器 都 是 经 
过 改进 的 ， 包 括 改进 供 氧 方式 、 搅 拌 桨 的 形式 及 在 反应 器 内 加 装 辅 件 等 。 

一 般 情 况 下 ， 搅 拌 式 反 应 器 还 常 伴 有 鼓 泡 ， 为 细胞 生长 提供 所 需 氧 分 。 由 于 动物 细胞 对 
鼓 泡 的 剪 切 也 很 敏感 ， 所 以 人 们 在 供 氧 方式 的 改进 上 做 了 许多 工作 。 笼 式 供 氧 〈cage aera- 
tion) 是 搅拌 式 动物 细胞 反应 器 供 氧 方式 的 一 种 ， 即 气泡 用 丝 网 隔 开 ， 不 与 细胞 直接 接触 。 
反应 器 既 能 保证 混合 效果 又 有 尽 可 能 小 的 剪 切 应 力 ， 以 满足 细胞 生长 的 要 求 。 结 果 表 明 笼 式 
搅拌 生物 反应 器 除了 能 够 大 大 减 小 对 细胞 的 损伤 ， 还 能 够 很 好 地 解决 培养 过 程 中 的 泡沫 问 
题 。 日 本 报道 了 一 个 经 过 改进 的 搅拌 式 动物 细胞 反应 器 ， 整 体 呈 梨 形 ， 搅 拌 桨 置 于 反应 器 底 
部 ， 在 搅拌 轴 外 装 了 一 个 锥 形 不 锈 钢 丝 网 与 搅拌 轴 一 起 转动 。 轴 心 处 的 鼓 泡 管 在 丝 网 内 侧 鼓 
泡 ， 丝 网 外 侧 的 细胞 不 与 气泡 直接 接触 。 华 东 理 工大 学 生化 工程 研究 所 开发 的 CellCul-20 动 
物 细胞 培养 反应 器 ， 采 用 了 双 层 笼 式 供 氧 ， 提 高 了 氧 的 传递 系数 。 在 20L 的 反应 器 中 采用 灌 
流 工 艺 培养 Vero 细胞 ， 连 续 培养 5d 细胞 数 增加 37 倍 ， 密 度 超过 每 毫升 1 x10 ”个 细胞 。 

搅拌 桨 的 形式 对 细胞 生长 的 影响 非常 大 ， 这 方面 的 改进 主要 考虑 如 何 减 小 细胞 所 受 的 剪 
切 应 力 。 研 究 人 员 对 搅拌 浆 的 形式 作 了 改进 ， 并 在 反应 融 内 加 装 了 辅 件 ， 实 验证 明 改 进 后 的 
反应 需 适 用 于 对 剪 切 应 力 敏感 的 细胞 进行 高 密度 培养 。 反 应 器 采用 了 一 个 双 螺 旋 带 状 搅拌 桨 
(helical ribbonimpeller) ， 顶 部 的 法 兰 盖 上 安装 了 3 块 表面 挡 板 。 每 块 挡 板 相对 于 径 向 的 夹 角 
为 30"， 垂 直 搬入 液 面 。 挡 板 的 存在 减 小 了 液 面 上 的 旋涡 。 这 个 反应 器 维持 了 较 小 的 剪 切 应 
力 ， 实 验 用 于 昆虫 细胞 的 培养 ， 最 终 的 培养 密度 达到 每 毫升 6 x 10' 个 细胞 ， 成 活 率 大 
于 98% 。 

2. 气 升 式 生物 反应 器 (air lift bioreactor) ” 它 是 在 鼓 泡 式 生 物 反 应 器 〈sparged bioreac- 
tor) 的 基础 上 发 展 起 来 的 ， 以 气体 上 升 为 动力 、 由 导 流 装置 引导 形成 气 液 混 合 的 总 体 有 序 
循环 。 气 升 式 生物 反应 需 在 细胞 培养 中 应 用 非常 广泛 。 它 与 机 械 搅拌 式 反 应 器 相 比 ， 其 优点 
是 消 动 温和 均匀 ， 且 剪 切 应 力 小 ， 放 大 容易 ， 直 接 通 气 供 氧 ， 氧 传递 速率 高 ， 液 体循环 量 
大 ， 细 胞 和 营养 成 分 混合 均匀 ， 适 用 于 动 、 植 物 细胞 的 培养 ， 特 别 适 用 于 生产 次 生 代 谢 产 物 
的 分 泌 型 细胞 。 但 此 生物 反应 器 的 最 大 缺点 是 当 细 胞 高 密度 培养 时 ， 在 高 通气 量 的 情况 
下 ， 泡 沫 问题 严重 ， 影 响 细胞 生长 ; 在 低 通 气量 的 情况 下 ， 则 易 造 成 培养 液 混 合 不 均 。 研 究 
人 员 在 普通 气 升 式 发 酵 缸 的 基础 上 作 了 改进 ， 通 过 改变 流体 特性 ， 研 制 了 球形 胃 泡 生物 反应 
器 (balloon - type bubble bioreactor，BTBB ) 。 该 反应 器 呈 圆 柱 形 ， 中 心 是 多 孔 的 折 流 板 。 它 
的 下 面 是 喷嘴 。 空 气 从 喷嘴 喷 出 ， 从 多 空 折 流 板 的 中 央 上 升 ， 在 其 外 壁 处 下 降 ， 形 成 回流 。 
实验 表明 ， 上 升 气 流转 向 越 快 ， 则 越 有 利于 溶质 的 混 匀 及 氧 的 传递 速率 的 提高 。 

401 


生物 反应 工程 原理 


3. 固定 床 和 流 化 床 生 物 反 应 器 

(1) 固定 床 生 物 反 应 器 : 可 用 于 贴 壁 依赖 性 细胞 的 培养 ， 剪 切 应 力 小 ， 可 以 无 泡 操 作 。 
同时 ， 也 可 证 实 这 种 反应 器 适合 于 增殖 悬浮 细胞 ， 如 杂交 瘤 细 胞 。 固 定 床 反应 器 的 特征 是 高 
的 床 层 细胞 密度 ， 可 减少 无 血清 培养 时 的 蛋白 质 用 量 。 实 验 说 明 ， 用 无 蛋白 培养 基 在 固定 床 
反应 器 中 连续 培养 杂交 瘤 细 胞 可 达 几 周 ， 而 同一 细胞 系 在 低 剪 切 转 瓶 或 15L 搅拌 反应 器 中 ， 
不 添加 转 铁 和 蛋白 和 胰岛 素 则 不 能 维持 。 固 定 床 反应 器 中 的 填充 材料 是 惰性 的 玻璃 、 陶 瓷 或 聚 
氨基 甲酸 乙 酯 等 ， 通 常 是 直径 2 ~5mm 实体 或 多 孔 球 。 培 养 基 循环 通过 固定 床 ， 充 氧 器 连接 
在 循环 回路 中 。 刚 接种 的 细胞 长 在 填充 物 的 表面 ， 随 着 细胞 增殖 ， 细 胞 开始 充满 颗粒 间 的 孔 
际 。 固 定 床 反应 器 有 细胞 培养 所 需 的 许多 特征 ， 如 高 细胞 截留 和 灌注 能 力 ， 无 泡 操作 ， 放 大 
简单 。 但 是 ， 其 无 法 直接 测定 细胞 的 生长 密度 和 存活 率 ， 现 在 可 以 通过 间接 地 测定 细胞 的 代 
谢 参 数 间接 估计 这 些 参数 。 

(2) 流 化 床 反 应 器 : 它 的 基本 原理 就 是 使 支持 细胞 生长 的 微粒 呈 流 态 化 。 这 种 微粒 直 
径 约 500um， 具 有 像 海绵 一 样 的 多 孔 性 ， 可 由 胶原 制备 。 再 用 非 毒 性 物质 增加 其 密度 使 之 
达到 不 小 于 1.6g' em ， 以 便 它 在 高 速 向 上 流动 的 培养 液 中 呈 流 态 化 。 细 胞 就 接种 于 这 种 
微粒 中 ， 通 过 反应 器 垂直 向 上 循环 流动 的 培养 液 使 之 成 为 流 化 床 ， 并 不 断 提 供给 细胞 必要 的 
营养 成 分 ， 细 胞 得 以 在 微粒 中 生长 。 同 时 ， 新鲜 培 养 液 不 断 地 被 加 入 ， 而 培养 产物 或 代谢 产 
物 又 不 断 地 被 排除 。 这 种 反应 器 传 质 性 能 很 好 ， 并 在 循环 系统 中 采用 膜 气体 交换 器 ， 能 快速 
提供 给 高 密度 细胞 所 需 的 氧 ， 同 时 排除 代谢 产物 如 C0,。 反 应 器 中 的 液体 流速 足以 使 细胞 微 
粒 悬 浮 ， 却 不 会 损坏 脆弱 的 细胞 。 利 用 流 化 床 反 应 器 既 可 培养 贴 壁 依赖 性 细胞 ， 也 可 培养 非 
贴 壁 依赖 性 细胞 。 流 化 床 反应 器 放大 比较 容易 ， 放 大 效应 小 ,已 成 功 地 从 0.5L 放大 至 10L， 
用 于 培养 杂交 瘤 细 胞 生产 单 克 隆 抗体 。 

4. 膜 式 生物 反应 器 ”例如 高 分 子 海绵 体 、 复 式 管 、 堆 至 层 系 统 、 螺 旋 塑 胶 膜 及 中 空 纤 
维 等 ， 可 以 较 高 密度 培养 动物 细胞 ， 其 中 中 空 纤 维 生 物 反应 器 系统 的 比 表 面积 大 ， 用 途 广 
泛 ， 它 既 可 以 培养 悬浮 生长 的 细胞 ， 也 可 培养 贴 壁 依 赖 性 细胞 ， 细 胞 密度 可 高 达 每 毫升 10? 
个 数量 级 ， 只 要 控制 系统 不 被 污染 ， 就 能 够 长 期 运转 。 中 空 纤 维 能 隔离 细胞 与 介质 或 产物 ， 
可 降低 生产 中 产物 分 离 的 成 本 。 

中 空 纤 维 反应 器 ( hollow fiber bioreactor) 由 于 剪 切 应 力 小 而 广泛 用 于 动物 细胞 的 培养 。 
这 类 反应 器 由 中 空 纤维 管 组 成 ， 每 根 中 空 纤 维 管 的 内 径 约 为 200pm， 壁 厚 为 50 ~70um。 管 
壁 是 多 孔 膜 ，0, 和 C0, 等 小 分 子 可 以 自由 透 过 膜 扩 散 ， 动物 细胞 贴 附 在 中 空 纤 维 管 外 壁 生 
长 ， 可 以 很 方便 地 获取 氧气。 中 空 纤维 反应 器 具有 多 种 优点 ,但 是 由 于 对 中 空 纤维 的 要 求 ， 
也 存在 生产 价格 高 ， 消 耗 量 大 ， 不 宜 重复 使 用 ， 灭 菌 困难 ,不 易 清洗 和 维护 ， 不 易 放 大 等 
问题 。 

研究 人 员 报 道 了 一 个 用 于 大 规模 培养 动物 细胞 的 径 向 流 中 空 纤 维 反应 器 。 该 反应 器 内 有 
一 个 垂直 的 中 央 分 配 管 ， 外 面 由 中 空 纤维 管 与 分 配 管 呈 平 行 组 成 一 个 环 状 床 层 。 培 养 液 由 中 
央 分 配 管 径 向 流 过 中 空 纤维 床 ， 细 胞 在 中 空 纤维 外 壁 贴 附 并 生长 。 空 气 和 C0, 的 混合 气体 
在 中 空 纤维 间 与 培养 液 成 错 流 流 过 床 层 ， 向 细胞 提供 氧 分 并 维持 一 定 的 pH 值 环境 ， 细 胞 的 
代谢 产物 随 气 流 带 出 。 在 这 个 反应 器 中 细胞 生长 的 表面 密度 可 达 7.3 x105 个 .cm 一 。 研 究 
人 员 发 明了 一 个 可 用 于 动物 细胞 培养 的 生物 反应 装置 ， 由 中 空 纤 维 反应 器 和 灌流 系统 组 成 。 
液体 通过 泵 在 反应 系统 内 循环 ， 灌 流 系统 补充 或 置换 培养 介质 及 移出 代谢 产物 。 细 胞 在 中 空 
纤维 膜 的 一 侧 生 长 ， 培 养 介 质 在 膜 的 男 一 侧 通 过 扩散 向 细胞 传递 营养 。 该 反应 器 能 为 细胞 提 
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供 一 个 温和 的 生长 环境 。 

5. 其 他 类 型 的 反应 器 除 上 述 类 型 的 反应 器 外 ， 一 些 其 他 类 型 的 适 于 动物 细胞 培养 的 
生物 反应 器 也 时 有 报道 。 研 究 人 员 设计 了 一 个 黏 性 泵 生物 反应 器 (viscous pump bioreactor) ， 
它 以 “三 维 流动 ”代替 搅拌 混合 ， 提 供 较 高 的 传 质 速率 。 反 应 器 的 底部 是 提供 动力 的 流 线 
型 转盘 ， 培 养 液 在 反应 器 中 以 水 平 运动 和 螺旋 的 纵向 运动 形成 “三 维 流 动 ” 。 由 于 转盘 和 反 
应 器 顶部 都 为 流线型 而 没有 锋利 的 边缘 ， 所 以 产生 的 剪 切 应 力 很 小 。 一 美国 专利 介绍 的 一 种 
膜 式 旋转 细胞 培养 器 ， 由 一 个 培养 室 和 一 个 供应 室 组 成 ， 中 间隔 有 一 层 半 透 膜 。 营 养 物 可 以 
从 供应 室 透 过 膜 进入 培养 室 ， 细 胞 代谢 产物 也 可 以 通过 膜 进入 供应 室 。 培 养 器 中 的 混合 装置 
在 培养 器 旋转 时 保证 细胞 在 培养 室 中 温和 混合 并 稳定 悬浮 。 培 养 室 与 氧 源 之 间 的 气体 渗透 腊 
使 氧 分 能 透 过 膜 扩 散 溶 于 液 相 。 该 装置 产生 的 剪 切 应 力 很 小 ， 适 合 于 细胞 高 密度 培养 。 

人 研究 人 员 报 道 了 一 个 新 型 的 动物 细胞 培养 反应 器 (“see-saw”pbioreactor) 。 反 应 器 由 两 
个 独立 的 简 状 培养 室 构 成 ， 底 部 用 管 路 连通 。 通 过 培养 室 顶 部 的 三 通 阀 在 压缩 和 放空 间 切 
换 ， 培 养 液 在 培养 室 间 作 类 似 “ 拉 锯 ” 的 运动 。 由 于 黏 性 的 作用 ， 液 面 下 降 时 液体 在 器 壁 
上 拉 伸 成 膜 ， 增 大 了 与 空气 的 接触 面积 ， 有 利于 氧 的 传递 。 实 验 溶 氧 的 实测 值 均 比 理论 浓度 
高 。 反 应 器 中 没有 搅拌 和 鼓 泡 的 作用 ， 所 以 对 细胞 的 损伤 很 小 。 

此 外 ， 脉 冲 式 生 物 反 应 器 ( pulsatile bioreactor) 也 是 用 在 组 织 培养 中 的 一 种 新 型 反应 
器 。 和 营养 液 通过 脉冲 灌流 进入 反应 器 ， 脉 冲 的 频率 和 强度 可 调 ， 借 以 模拟 动物 体内 的 生物 
应 力 。 


10.4 动物 细胞 培养 技术 的 应 用 


细胞 培养 技术 自 产生 以 来 ， 在 人 类 的 生产 、 生 活 中 作出 了 重要 的 贡献 。 动 物 细胞 培养 可 
从 细胞 水 平 上 帮助 人 类 揭 开 生 、 老 、 病 、 死 的 规律 ， 探 索 优 生 、 抗 衰老 、 防 治 疾病 的 手段 或 
途径 ， 人 为 地 诱导 细胞 遗传 性 状 的 改变 ， 使 其 向 更 有 利于 人 类 和 自然 界 的 方向 发 展 。 尤 其 随 
着 细胞 生物 学 和 分 子 生物 学 的 相互 渗透 ， 分 子 克 隆 技术 与 细胞 培养 技术 相 结合 ， 在 阐明 基因 
的 结构 与 功能 ， 基 因 在 细胞 生长 和 分 化 中 的 作用 ， 以 及 细胞 癌变 机 制 等 方面 起 了 重要 作用 。 
因此 ， 对 活 细胞 的 研究 仍 是 当前 生命 科学 的 中 心 问题 之 一 。 除 了 在 理论 研究 方面 的 应 用 外 ， 
动物 细胞 培养 生产 生物 制品 为 人 类 在 预防 和 治疗 疾病 方面 也 作出 了 突出 的 贡献 。 


10. 4.1 细胞 生物 学 基础 研究 


单个 细胞 克隆 便于 对 细胞 生物 学 的 基础 理论 进行 研究 ， 如 细胞 形态 和 结构 、 细 胞 器 及 其 
功能 、 遗 传 物质 、 核 型 、 变 异 、 细 胞 转化 、 生 长 周期 等 ， 离 体 培养 细胞 技术 便于 进行 环境 因 
素 、 药 物 等 单 因素 及 多 因素 的 影响 作用 研究 ， 并 探索 其 作用 的 机 制 等 。 


10.4.2 细胞 作为 毒性 实验 及 安全 性 实验 的 工具 


很 多 化 学 物质 、 射 线 等 对 机 体 的 毒性 实验 及 其 产生 不 良 影响 的 安全 性 调查 等 ， 不 能 用 人 
体 试 验 ， 用 动物 实验 成 本 也 很 高 ， 而 细胞 培养 技术 为 其 提供 了 最 简易 而 又 可 靠 的 方法 ， 并 为 
研究 毒性 机 制 提 供 了 和 良好 的 实验 对 象 。 例 如 ， 细 胞 培养 在 神经 毒 理学 研究 领域 中 起 着 越 来 越 
重要 的 作用 ， 这 方面 的 资料 呈 指 数 增加 趋势 。 在 细胞 培养 的 模型 系统 中 ， 实 验 变量 可 被 严格 
控制 ， 较 使 用 整体 动物 更 价 廉 。 新 技术 的 发 展 可 使 许多 设想 成 为 可 能 ， 如 使 神经 元 和 星 形 细 
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胞 生存 期 延长 ; 可 将 所 选择 的 基因 加 入 或 从 培养 细胞 中 取出 ; 点 突变 可 解释 酶 重要 催化 部 位 
和 调节 蛋白 的 作用 ; 可 利用 反 义 RNA 调节 蛋白质 的 转录 水 平等 。 


10. 4.3 细胞 培养 在 病毒 学 及 病毒 疫苗 生产 中 的 应 用 


细胞 是 分 离 病毒 的 最 好 和 最 方便 的 基质 ， 为 病毒 的 增殖 提供 了 场所 ， 体 外 培养 细胞 
无 抗体 及 非特 异 持 抗 物质 的 影响 ， 而 且 对 病毒 的 敏感 性 较 体内 细胞 为 高 ;病毒 感染 指标 
容易 观察 ， 同 时 也 便于 用 分 子 病毒 学 技术 进行 检测 。 利 用 细胞 培养 可 准确 地 进行 病毒 定 
性 和 定量 的 研究 。 在 制备 减 毒 灭 活 疫苗 和 诊断 用 抗原 时 ， 也 离 不 开 细 胞 这 一 病毒 增殖 的 
场所 。 

动物 疫苗 、 鸡 胚 疫苗 、 细 胞 培养 疫苗 ， 是 多 种 疫苗 发 展 的 三 部 曲 。 利 用 细胞 培养 技术 生 
产 病 毒 疫苗 是 病毒 疫苗 发 展 的 一 个 重要 时 期 ， 产 生 的 疫苗 有 黄 热 病 、 流 感 、 乙 型 脑 炎 、 疹 髓 
灰质 炎 、 麻 疹 等 疫 菌 。 虽然 ， 基 因 工 程 疫苗 是 现在 疫苗 的 发 展 趋势 ,但 有 些 疫苗 仍 不 能 通过 
这 种 方法 进行 疫苗 的 制备 。 细 胞 培养 是 一 项 比较 可 行 、 简 单 制备 疫苗 的 策略 。 细 胞 培养 使 生 
物 制品 学 有 很 大 的 发 展 ， 可 以 获得 纯 系 病毒 ， 给 活 疫苗 选 毒 种 提供 了 最 佳 条 件 。 制 备 各 种 死 
活 疫苗 ， 尤 其 加 工 制备 浓缩 提纯 疫苗 ， 大 大 提高 了 效力 ,减少 了 反应 ， 取 代 了 许多 用 动物 或 
鸡 胚 制备 疫苗 。 近 年 发 展 起 来 的 悬浮 细胞 培养 、 微 载体 细胞 培养 和 中 空 纤维 培养 ,已 经 走 上 
了 大 批量 、 工 业 化 、 自 动 化 培养 技术 道路 。 

在 疫苗 制备 上 ， 细 胞 培养 相对 于 动物 培养 、 鸡 胚 培养 仍 有 许多 得 天 独 厚 的 优点 细胞 
没有 特异 性 的 免疫 力 。 细 胞 在 离 体 组 织 培养 后 ， 不 存在 免疫 作用 ， 易 被 病毒 感染 。@) 病 毒化 
感 范 围 广 ， 有 些 病 毒 具 有 严格 的 宿主 及 组 织 特异 性 ， 但 离 体 的 细胞 培养 ， 对 病毒 的 敏感 范围 
比较 广泛 。 如 疹 髓 灰质 炎 病 毒 可 以 在 非 神经 细胞 上 生长 ， 对 原始 人 羊膜 细胞 不 敏感 ， 但 对 原 
代 培 养 的 羊膜 细胞 则 敏感 ， 并 有 细胞 病变 。 肠 道 病 毒 、 呼 吸 道 病毒 等 大 都 能 在 狱 肾 细胞 培养 
上 生长 。@ 在 分 离 病毒 时 ， 细 胞 培养 可 大 量 接种 标本 ， 从 而 增加 了 分 离 概率 。 中 提高 了 收获 
物 的 纯度 ， 易 于 加 工 处 理 。 吕 细胞 培养 瓶 间 的 差异 比较 小 ， 大 大 地 提高 了 实验 的 准确 性 、 重 
复 性 。 

目前 常用 的 细胞 培养 的 细胞 类 型 及 所 制备 的 疫苗 类 型 如 表 10-5 所 示 。 

表 10-5 细胞 培养 制备 疫苗 所 用 的 细胞 类 型 和 疫苗 类 型 
细胞 类 型 疫苗 类 型 


人 成 纤维 细胞 甲 型 肝炎 病毒 (HAV) 
CHO 细胞 (中国 仓鼠 卵 集 细胞 株 ) 乙 型 肝炎 病毒 (HBV) 


原 代 地 鼠 肾 细胞 乙 型 脑 炎 病 毒 、 狂 犬 病 病毒 
人 二 倍 体 细胞 WI-38 狂犬 病 病毒 
非洲 绿 猴 (Vero) 细胞 狂犬 病 病毒 、 灰 质 炎 病毒 、 流 行 性 出 血 热 病 毒 


10. 4. 4 细胞 工程 学 研究 手段 的 建立 及 应 用 


利用 细胞 融合 及 杂交 技术 ， 进 行 细胞 工程 的 研究 与 开发 。 如 生物 反应 器 的 开发 研究 ， 将 
生物 活性 物质 的 基因 导入 动物 受精 卵 ， 随 后 从 动物 组 织 、 体 液 分 泌 物 中 获得 外 源 基 因 的 表达 
产物 (如 获取 人 生长 激素 )。 经 大 量 培养 ， 以 每 毫升 10" 个 细胞 浓度 计算 ， 每 日 从 培养 液 中 
可 收获 近 1mg 生长 激素 ， 而 用 化 学 提取 法 生产 生长 激素 时 ， 用 羊 脑 为 材料 ， 从 50 万 只 羊 脑 
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中 仅 能 提取 Smg， 而 且 不 是 纯 生 长 激素 。 

利用 细胞 培养 技术 建立 的 细胞 工程 研究 手段 已 经 转化 为 实际 的 生物 制品 。 动 物 细胞 培养 
技术 生产 产品 是 20 世纪 80 年 代 以 来 生物 技术 工业 中 一 个 十 分 重要 的 组 成 部 分 。 动 物 细胞 可 
以 自然 合成 或 在 外 源 基因 指导 下 合成 许多 分 泌 产 物 ， 其 中 许多 被 鉴定 为 很 有 潜力 的 治疗 药 
物 。 某 些 细胞 合成 的 干扰 素 和 酶 、 细 胞 工程 方法 建立 的 杂交 瘤 细 胞 合成 的 单 克隆 抗体 、 基 因 
工程 细胞 株 合 成 的 EPO、tPA 等 都 是 典型 的 例子 。 有 的 细胞 本 身 就 是 产品 ， 用 于 皮肤 或 骨髓 
移植 、 基 因 治 疗 等 。 

细胞 培养 技术 生产 天 然 蛋白 质 ， 首 先 要 获得 能 够 合成 所 需 蛋 白质 的 均一 细胞 系 ， 但 该 类 
细胞 的 蛋白 质 产 率 通 常 很 低 ， 培 养 成 本 高 ， 工 作 量 大 。 从 而 限制 了 动物 细胞 技术 在 蛋白 质 生 
产 中 的 应 用 ， 仅 仅 用 于 制备 干扰 素 和 尿 激 酶 等 少数 蛋白 质 和 疫苗 。20 世纪 70 年 代 初 期 的 两 
次 科学 革命 是 动物 细胞 技术 的 工业 化 扩大 应 用 的 主要 转折 点 。 首 先是 杂交 瘤 技术 的 建立 ， 即 
将 产生 特异 抗体 的 小 鼠 脾 B 淋巴 细胞 和 具有 无 限 增殖 能 力 的 小 鼠 骨 艇 瘤 细 胞 发 生 融合 得 到 
杂交 瘤 细 胞 。 该 技术 实现 了 稳定 、 高 质 和 大 量 生产 特异 抗体 的 梦想 。 遗 传 工程 或 重组 DNA 
技术 推动 了 动物 细胞 技术 的 加 速 发 展 。 重 组 DNA 技术 通过 将 编码 相关 和 蛋白 质 信 息 的 基因 转 
入 细胞 ， 可 使 细胞 进行 大 规模 的 增殖 。 该 技术 使 先前 不 能 生产 或 不 能 大 量 生产 的 蛋白 质 得 到 
大 规模 制备 ， 同 时 也 可 高 效 生 产 修 饰 或 改 性 蛋白 质 。 而 基因 转移 技术 有 助 于 筛选 适合 工业 化 
生产 的 安全 高 效 的 特定 细胞 系 。 

细胞 培养 在 现代 生物 技术 中 应 用 也 是 十 分 广泛 的 ， 如 基因 分 离 ， 基 因 测 序 与 表达 ， 基 因 
转移 与 重组 ， 癌 基因 研究 等 。 在 转基因 动物 的 研究 中 也 被 广泛 应 用 ， 如 将 生长 激素 的 基因 导 
入 小 鼠 受 精 卵 中 ， 获 得 生长 快 、 个 体 大 的 转基因 巨型 小 鼠 。 在 培育 优良 品种 时 ,研制 具有 抗 
病 基因 、 抗 病毒 基因 等 转基因 动物 、 植 物 ， 前 景 良好 。 在 器 官 移植 寻找 器 官 供 体 方面 ， 有 人 
将 人 的 基因 转 给 猪 受精 卵 ， 培 育 出 带 有 人 类 基因 的 猪 ， 用 猪 凤 供 病 人 进行 肾 移 植 ， 这 种 做 法 
正在 试验 中 ， 如 成 功 将 会 给 移植 外 科 带 来 突破 性 进展 。 


10. 4.5 遗传 疾病 的 产 前 检查 


用 羊膜 穿刺 术 获 得 的 羊水 中 的 胎儿 细胞 进行 培养 ， 便 可 在 妊娠 早期 ， 诊 断 胎儿 是 和 否 患 有 
先天 性 遗传 病 ， 少 量 胎儿 脱落 细胞 是 能 分 裂 的 ,经 2 ~4 周 生 长 ， 形 成 显著 单 层 上 皮 样 细胞 ， 
可 按 常 规制 备 染色 体 。 另 可 检测 甲 胎 蛋 白 (AFP) 等 ， 可 于 产 前 检测 出 几 十 种 代谢 病 与 遗传 
病 ， 较 准确 地 指导 优生 、 优 育 。 


10. 4.6 细胞 培养 药物 测试 


利用 一 种 可 观察 与 检测 的 指标 来 测试 某 药物 作用 体外 培养 细胞 的 变化 ， 如 某 细胞 生长 因 
子 对 细胞 的 促 分 裂 作用 ， 菜 激素 促 体 外 培养 胰岛 细胞 分 泌 胰 岛 素 的 作用 ， 某 药物 杀伤 细胞 的 
细胞 毒 作用 等 。 临 床 常 做 肿瘤 细胞 对 抗 癌 药物 的 药 敏 测试 ， 以 指导 临床 抗 癌 药 物 的 使 用 及 
配伍 。 

总 之 ， 作 为 生物 工程 基础 之 一 的 细胞 培养 技术 ,已 经 在 多 方面 研究 和 生产 、 生 活 中 发 挥 
出 越 来 越 重 要 的 作用 。 它 在 生命 科学 界 的 一 个 个 突破 性 成 就 ， 正 在 造福 于 人 类 ， 并 正 显示 出 
不 可 估量 的 效益 。 
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10.5 ”植物 细胞 反应 原理 


细胞 学 说 和 细胞 的 全 能 性 是 植物 组 织 和 细胞 培养 的 理论 基础 。 理 论 上 即使 是 已 经 高 度 分 
化 的 植物 细胞 也 包含 着 该 物种 的 全 部 遗传 信息 ， 具 备 发 育成 完整 植株 的 遗传 能 力 。 体 外 培养 
植物 组 织 或 细胞 只 要 给 定 合适 的 条 件 ， 细 胞 即 能 够 生存 、 生 长 和 繁殖 。 然 而 ， 植 物 细胞 与 微 
生物 细胞 由 于 结构 及 组 成 的 不 同 ， 其 在 培养 过 程 中 对 环境 的 敏感 性 增加 ， 细 胞 具有 聚集 成 团 
的 倾向 ， 与 微生物 细胞 培养 有 一 定 的 差异 。 下 面 将 从 培养 体系 的 流 变 学 特性 、 植 物 细胞 培养 
体系 的 混合 、 剪 切 应 力 对 腑 浮 培养 细胞 的 影响 、 植 物 细胞 培养 动力 学 等 几 个 方面 对 植物 细胞 
反应 原理 进行 介绍 。 

10. 5. 1 培养 体系 的 流 变 学 特性 

培养 液 是 由 液 相 和 固 相 (细胞 以 及 不 溶性 的 培养 基 组 分 ) 构成 的 多 相 系统 ， 在 通气 培 
养 时 还 有 气相 存在 ， 构 成 了 一 个 复杂 的 流体 系统 。 在 介绍 培养 体系 的 流 变 学 特性 之 前 ， 首 先 
了 解 一 下 植物 细胞 培养 基 的 基本 组 成 。 

1. 植物 细胞 培养 基 的 基本 组 成 ”植物 细胞 培养 与 动物 细胞 培养 相 比 ， 其 最 大 的 优点 是 
植物 细胞 在 合成 培养 基 上 生长 。 其 培养 基 的 成 分 由 无 机 成 分 、 有 机 成 分 、 植 物 激素 、 抗 生 素 
和 固体 支持 材料 等 组 成 。 几 种 基本 培养 基 配方 见 表 10-6。 

表 10-6 几 种 常用 培养 基 配 方 
培养 基 含 量 (mg : L-') 
B5 WPM N6 Knudson C Nitsch 


化 合 物 名 称 


NH,NO， 720 


KNO， 950 


(CNH,)2SO， 


NaNO, 


KCl 


CaCl, * 2H,0 


Ca (NO;), * 4H,0 


MgSO, + 7H,O0 


K,S0, 


Na, SO, 


KH, PO, 


FeSO, + 7H,0 


Na ~ EDTA 


Nes =Fe= EDTA 


Fe, (S0,); 
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续 表 
培养 基 含 量 (mg . 工 ) 
White WPM N6 Knudson C Nitsch 


化 合 物 名 称 


MnSO, + H,O 


MnSO, + 4H,0 


ZnS0, .7H0 


CoCl, . 6H,0 


CuS0, . 5H,O 


Mo0， 


Na, MoO0, .: 2H,0 


KI 


H;BO， 


NaH, PO, .+ H,0 
烟 酸 (Vpp) 
盐酸 吡 哆 醇 
盐酸 硫 胺 素 
肌 醇 

甘氨酸 

pH 


1) 无 机 成 分 : 植物 细胞 培养 基 中 的 无 机 成 分 主要 包括 大 量 元 素 和 微量 元 素 。 

大 量 元 素 指 植物 生长 发 育 所 需 的 浓度 大 于 0. Smmol . L7! 的 营养 元 素 ， 主 要 有 N、P、K、 
Ca、Mg、S 等 。 其 中 ，N 是 植物 矿质 营养 中 最 重要 的 元 素 , 分 为 硝 态 气 (NO; ) 和 氮 态 氮 
(NHs* ) ， 这 两 种 状态 的 氮 都 是 植物 组 织 培养 所 需要 的 。 当 作为 唯一 的 氮 源 时 ， 硝 态 氮 的 作 
用 要 比 氨 态 氮 好 得 多 ， 但 在 单独 使 用 硝 态 氮 时 ， 培 养 一 段 时 间 后 培养 基 的 pH 会 向 碱 性 方向 
转变 ， 若 在 硝酸 盐 中 加 入 少量 贸 盐 ， 则 会 阻止 这 种 转变 。 缺 磷 时 植物 细胞 的 生长 和 分 裂 速度 
均 会 降低 。K、Ca 、Mg 等 元 素 能 影响 植物 细胞 代谢 中 酶 的 活性 。 

微量 元 素 指 植物 生长 发 育 所 需 浓 度 小 于 0. 5mmol . 二: 的 营养 元 素 ， 主 要 有 Fe、Mn、 
Cu、Mo、Zn、Co、B 等 。 它 们 用 量 虽 少 ， 但 对 植物 细胞 的 生命 活动 却 有 着 十 分 重要 的 作用 。 
其 中 ，Fe 是 用 量 较 多 的 一 种 微量 元 素 ， 对 叶绿素 的 合成 和 延长 生长 等 起 重要 作用 。Fe 元 素 
不 易 被 植物 直接 吸收 且 易 出 现 沉淀 。 因 此 ， 通 常 在 培养 基 中 加 入 以 FeSO, .7HO 和 Na, - 
EDTA ( 歼 合 剂 ) 配制 成 的 歼 合 态 铁 (Fe -EDTA) 可 以 减轻 沉淀 ， 提 高 利用 率 。 

大 量 元 素 和 微量 元 素 都 是 离 体 组 织 生 长 发 育 必 不 可 少 的 基本 的 营养 成 分 ， 含 量 不 足 时 都 
会 造成 植物 缺 素 症 。 

2) 有 机 成 分 

(1) 糖 类 : 它 提供 外 植 体 生长 发 育 所 需 的 碳 源 、 能 量 , 使 培养 基 维 持 一 定 的 渗透 压 。 
蔗糖 是 最 常用 的 糖 类 ， 可 支持 许多 植物 材料 良好 生长 。 其 使 用 浓度 一 般 为 2% ~5% ， 常 用 
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3% ,但 在 胚 培 养 时 可 高 达 15% ， 因 芒 糖 对 胚 状 体 的 发 育 起 着 重要 作用 。 在 大 规模 生产 时 ， 
可 用 食用 白糖 代替 ， 以 降低 生产 成 本 。 

(2) 维生素 类 : 完整 植株 在 生长 过 程 中 能 自身 合成 各 种 维生素 ， 可 满足 自身 各 种 代谢 
活动 的 需要 。 但 在 离 体 培养 中 则 不 能 合成 足够 的 维生素 ,需要 男 加 一 至 数 种 维生素 ， 才 能 维 
持 正常 生长 。 常 用 的 维生素 有 维生素 B, 、 维 生 素 B。、 烟 酸 ( VPP) 、 维 生 素 C 等 ,一 般 用 量 
为 0.1~1.0mg. L"'。 除 叶酸 需要 用 少量 氨水 先 溶化 外 ， 其 他 维生素 均 能 溶 于 水 。 维 生 素 
Bi 对 愈 伤 组 织 的 产生 和 生活 力 有 重要 作用 ; 在 低 浓度 的 细胞 分 裂 素 下 ， 特 别 需要 添加 维 生 
素 B, 、 维 生 素 B 才能 促进 根 的 生长 ; VPP 与 植物 代谢 和 胚 的 发 育 有 一 定 关系 ; 维生素 C 有 
防止 组 织 褐 变 的 作用 。 

(3) 肌 醇 : 又 叫 环 已 六 醇 ， 能 够 促进 糖 类 物质 的 相互 转化 和 活性 物质 作用 的 发 挥 ， 以 
及 能 够 促进 愈 伤 组 织 的 生长 以 及 胚 状 体 和 芽 的 形成 ， 对 组 织 和 细胞 的 繁殖 、 分 化 也 有 促进 作 
用 。 另 外 ， 对 细胞 壁 的 形成 也 有 作用 。 但 肌 醇 的 用 量 过 多 ， 则 会 加 速 外 植 体 的 褐 化 。 肌 醇 使 
用 浓度 一 般 为 100mg : L-'。 

(4) 氨基 酸 : 它 是 良好 的 有 机 氮 源 ， 可 直接 被 细胞 吸收 利用 ， 在 培养 基 中 含有 无 机 氮 
的 情况 下 ， 更 能 发 挥 其 作用 。 常 用 的 氨基 酸 有 甘氨酸 、 谷 氨 酸 、 半 胱 氨 酸 以 及 多 种 氨基 酸 的 
混合 物 〈 如 水 解 乳 蛋白 和 水 解 酷 蛋 白 ) 等 。 

(5) 天 然 有 机 复合 物 : 组 织 培养 所 用 的 天 然 有 机 复合 物 的 成 分 比较 复杂 ， 大 多 含 氮 基 
酸 、 激 素 等 一 些 活 性 物质 ， 因 而 能 明显 促进 细胞 和 组 织 的 增殖 与 分 化 ， 尤 其 是 对 一 些 难以 培 
养 的 材料 有 特殊 作用 。 常 用 的 天 然 有 机 复合 物 有 椰 乳 、 香 药 泥 、 马 铃 葛 提取 物 、 酵 母 提 取 
液 、 苹 果汁 、 番 闸 汁 等 。 由 于 这 些 复 合 物 营 养 非常 丰富 ， 所 以 配制 和 接种 培养 基 时 一 定 要 十 
分 小 心 ， 以 免 引 起 污染 。 

3) 植物 激素 : 它 是 培养 基 的 关键 性 物质 ， 对 植物 组 织 培养 起 着 决定 性 的 作用 。 包 括 以 
下 几 类 。 

(1) 生长 素 类 : 常用 的 植物 生长 激素 有 IAA、IBA、NAA、2, 4 -D， 其 活性 强 弱 为 2， 
4-D>NAA>IBA>IAA， 一般 它们 的 活性 比 为 : IAA: NAA: 2, 4-D=1: 10: 100。 生 长 
激素 在 细胞 培养 中 的 作用 是 协助 细胞 分 裂 素 促 进 细 胞 分 裂 和 伸 长 ， 刺 激 生 根 ， 对 愈 伤 组 织 的 
形成 起 关键 作用 。 通 常 其 添加 浓度 为 0.05 ~Smg . L-'。 除 了 IAA 不 耐 热 和 光 ， 其 他 大 部 分 
的 生长 素 对 热 和 光 较 稳定 ， 能 够 直接 进行 高 压 灭 菌 处 理 。 

(2) 细胞 分 裂 素 类 : 该 类 激素 是 腺 呆 哈 的 衍生 物 ， 常见 的 有 6 - BA、KT、ZT、2 - ip 
等 。 其 活性 强 弱 为 2-ip > ZT > 6 -BA > KT。 在 植物 组 织 培养 中 ， 细 胞 分 裂 素 有 促进 细 
胞 分 裂 和 分 化 ， 延 长 组 织 衰老 ， 增 强 蛋白 质 合 成 ， 抑 制 顶端 优势 ， 促 进 侧 芽 生 长 及 显著 改变 
其 他 激素 作用 的 特点 。 培 养 基 中 细胞 分 裂 素 的 浓度 一 般 为 0.05 ~ 10mg ' 工 : 。 所 有 的 细胞 分 
裂 素 对 光 、 稀 酸 和 热 均 稳定 ， 它 们 经 高 温 高 压 灭 菌 后 性 能 仍 稳定 。 

(3) 赤 霉 素 (GA3) : 它 主 要 促进 植物 伸 长 、 节 间 伸 长 、 分 生 组 织 芽 生 长 ， 刺 激 在 培养 
中 形成 的 不 定 胚 发 育成 小 植株 ,诱导 淀粉 的 合成 ， 打 破 休眠 和 促进 开花 等 。 它 与 IAA 一 样 
不 耐 热 ， 需 在 低温 条 件 下 保存 ， 使 用 时 采用 过 滤 灭 菌 法 加 入 。 如 果 采 用 高 温 、 高 压 灭 菌 ， 示 
霉 素 将 有 70% ~ 100% 失效 。 因 此 ,一 般 情况 下 ,在 组 织 培养 快速 繁殖 生产 中 不 常用 赤 
霉 素 。 

4) 抗生素 : 在 细胞 培养 中 使 用 的 抗生素 有 青霉素 、 链 霉 素 、 庆 大 霉 素 等 ， 用 量 一 般 为 
5 ~20mg ' 工 :。 添 加 抗生素 可 防止 菌 类 污染 ， 减 少 培养 过 程 中 材料 的 损失 ， 节 约 人 力 、 物 
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力 和 节省 时 间 ， 尤 其 是 在 植物 组 织 或 细胞 遗传 转化 中 常常 需要 用 到 抗生素 。 但 同时 添加 的 抗 
生 素 种 类 及 浓度 也 需要 考虑 对 细胞 的 影响 

5) 国体 支持 材料 : 固体 培养 细胞 通常 要 在 培养 基 中 添加 一 些 固体 支持 物 。 琼 脂 是 使 用 
较 广 的 一 类 支持 材料 。 琼 脂 是 一 种 由 海藻 中 提取 的 一 类 多 糖 ， 本 身 并 不 给 培养 物 提供 任何 营 
养 。 它 是 固体 培养 时 最 好 的 固化 剂 。 除 了 琼脂 外 ， 还 有 玻璃 纤维 、 滤 纸 桥 等 都 可 以 作为 支持 
材料 。 

固体 培养 除 加 入 一 些 固 体 支持 物 外 ， 有 些 细胞 培养 中 还 需 加 入 活性 炭 ， 它 吸附 一 些 有 害 
物质 ,减轻 其 不 利 影响 ， 如 能 够 吸附 一 些 酚 类 物质 ， 可 减轻 组 织 的 褐 化 等 。 

2. 培养 液 的 流 变 学 特性 ”培养 液 的 组 成 十 分 复杂 ， 其 中 水 所 占 的 比例 最 大 。 除 了 溶解 
于 水 的 各 种 营养 成 分 及 细胞 的 代谢 产物 外 ,还 有 大 量 的 细胞 、 构 成 培养 基 的 不 溶性 物质 等 固 
相 物 存在 。 一 般 在 培养 液 中 的 液 相 部 分 昔 度 很 低 ， 随 着 其 中 细胞 浓度 的 增加 ， 培 养 液 的 藕 度 
也 相应 增 大 。 

当 培 养 液 中 的 颗粒 呈 球 状 或 接近 球形 ， 而 且 其 浓度 较 低 时 ， 悬 浮 液 为 牛顿 型 流体 ， 其 黏 
度 可 根据 Einstein 公式 计算 : 

,=p (L F258) (10.5) 

式 中 : ,为 悬浮 液 黏度 (Pa . s…) ; 1 为 悬浮 液 中 纯 液 相 黏 度 (Pa .s …); 更 为 颗粒 的 体积 
分 数 ， 量 纲 为 1。 

当 颗 粒 的 体积 分 数 较 大 时 ， 以 上 线性 关系 不 再 成 立 ， 提 出 以 下 关系 式 : 


=.(1 +2.58 47.2508’) (10-6) 

此 外 ， 还 有 不 少 其 他 经 验 关 系 式 ， 如 : 
bs = pl 一 更) 一 (10-7) 
HA = 人 Mi 人 (1 -1.358) 一 5 1) 


当 培 养 液 黏度 与 细胞 浓度 的 关系 明确 时 ， 可 以 通过 测定 培养 液 的 黏度 来 确定 细胞 浓度 。 
大 多 数 植物 细胞 培养 物 在 高 浓度 下 是 黏 性 的 ， 主 要 是 由 密集 培养 中 高 固体 含量 引起 的 ， 
而 培养 液 本 身 的 茜 度 通常 是 较 低 的 。 高 浓度 的 细胞 悬浮 液 可 成 为 非 牛 顿 型 流体 ， 用 于 描述 植 
物 细 胞 悬浮 物 的 寡 定 律 方程 包括 宾 汉 塑性 、 假 塑性 和 凯 松 流 体 。 人 们 常用 表 观 黏度 来 描述 培 
养 液 的 流 变 学 特性 。 在 植物 细胞 培养 体系 中 ， 黏 度 系数 受到 颗粒 尺寸 和 细胞 浓度 的 极 大 影 
响 ， 流 动 特性 指数 受 影响 不 大 。 
培养 液 的 流 变 学 特性 对 混合 和 氧气 传递 影响 很 大 。 氧 传递 系数 随 着 黏度 的 增加 而 下 降 ， 
例如 ， 在 假 黏 性 流体 中 ， 剪 切 应 力 越 高 ， 表 观 黏 度 越 低 。 这 种 情况 下 ， 在 搅拌 桨 区 因 高 剪 切 
混合 使 得 气泡 分 散 较 好 ， 而 远离 桨 区 呈现 高 的 表 观 黏度 ， 导 致 混合 与 氧 传递 较 差 。 由 于 植物 
细胞 易 聚 集成 团 ， 随 着 细胞 的 生长 ， 氧 传递 降低 ， 因 此 其 流 变 学 特性 不 同 于 单 细胞 微生物 。 
通过 改变 培养 基 的 渗透 压 浓度 可 以 改变 培养 液 的 流 变 学 特性 。 在 典型 的 植物 细胞 间歇 培 
养 中 ， 使 用 芒 糖 作为 碳 源 ， 开 始 时 培养 基 中 蔗糖 水 解 使 得 渗透 压 浓 度 增 加 ， 随 着 培养 物 中 营 
养 物质 的 消耗 ， 渗 透 压 逐渐 降低 并 在 稳定 期 趋 于 零 。 这 种 低 的 渗透 压 情况 下 会 出 现 细胞 增 大 
的 现象 。 尽 管 大 细胞 可 能 拥有 一 个 较 大 的 储存 室 ， 但 是 它们 更 容易 被 剪 切 损伤 。 此 外 ， 高 比 
例 的 大 细胞 通常 使 得 培养 液 的 黏度 增加 ， 并 可 能 因为 高 固 相 含量 而 表现 出 高 的 屈服 应 力 。 单 
个 细胞 体积 的 增 大 也 会 导致 后 期 培养 液 表 观 黏度 的 显著 增加 ， 尽 管 此 时 生物 量 浓 度 已 经 
降低 。 
多 数 研 究 显 示 细 胞 悬 序 培养 也 呈 非 牛顿 型 流体 特征 ， 在 某 些 系统 中 ， 还 可 以 看 到 培养 液 
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随 细胞 浓度 的 增 大 而 从 牛顿 型 向 非 牛 顿 型 的 转变 。 当 植物 细胞 浓度 较 小 时 ， 体 系 接近 牛顿 型 
流体 ， 当 细胞 浓度 超过 某 一 值 时 ， 黏 度 系数 和 表 观 黏 度 剧烈 增加 ， 体 系 远离 牛顿 型 流体 。 在 
两 相 培养 系统 中 ， 当 有 机 洲 剂 浓度 小 于 10% 时 ， 对 细胞 悬浮 培养 体系 的 流 变性 仅 有 较 小 的 
影响 ， 且 促进 体系 向 牛顿 型 流体 靠近 。 

3. 研究 培养 液 流 变 学 特性 的 常用 方法 ”由 于 细胞 团 的 存在 ， 使 得 选择 合适 的 测定 植物 
细胞 悬浮 培养 物流 变 学 特性 的 方法 显得 尤为 重要 。 表 10-7 给 出 了 一 些 常 用 的 测量 装置 和 细 
胞 体系 。 旋 转 圆 柱 黏度 计 是 最 常用 于 测定 植物 细胞 悬浮 物 的 装置 ， 但 是 它们 并 不 完全 适合 微 
粒 悬 浮 物 ， 因 为 微粒 的 振动 与 重力 沉降 会 导致 所 处 区 域 的 相 分 离 ， 引 起 悬浮 物 分布 不 均匀 ， 
甚至 引起 细胞 团 的 破碎 。 这 些 问 题 可 以 通过 使 用 合适 的 桨 体系 来 部 分 地 减轻 ， 主 要 包括 涡轮 
奖 、 螺 带 搅拌 桨 以 及 错 式 搅拌 桨 ， 但 是 它们 的 剪 切 速率 的 操作 范围 有 限 。 在 测量 中 由 于 
搅拌 的 原因 ， 使 用 旋转 圆 简 黏 度 计 会 引起 大 细胞 团 逐 渐 破 碎 ， 从 而 导致 接触 变形 和 屈服 
应 力 的 出 现 。 

到 目前 为 止 ， 虽 然 对 植物 细胞 悬浮 培养 体系 的 流 变 学 特性 进行 了 大 量 的 研究 ， 但 是 认识 
还 是 很 肤浅 的 。 尽 管 已 经 知道 了 大 多 数 的 植物 细胞 培养 物 在 高 浓度 下 有 很 大 的 理 度 ， 肾 集体 
颗粒 (细胞 团 )、 上 颗粒 间 相 互 作用 ， 高 的 细胞 浓度 以 及 胞 外 多 糖 的 分 泌 最 终 导致 整个 发 酵 液 
具有 高 黏 性 ， 植 物 细胞 悬浮 液 与 许多 微生物 悬浮 液 一 样 ， 表 观 黏度 依赖 于 细胞 的 浓度 ， 但 是 
悬浮 细胞 与 聚集 颗粒 的 形态 学 对 悬浮 液 表 观 黏度 的 影响 仍 需要 进一步 研究 ， 因 为 用 细胞 浓 上 度 
作为 黏度 的 关联 因子 可 能 掩盖 了 培养 过 程 中 因 细 胞 团 尺 寸 与 水 含量 不 同 造成 的 影响 。 除 此 之 
外 ， 培 养 液 的 流 变 学 特性 还 与 培养 体系 的 混合 和 氧 传递 密切 相关 ， 这 也 是 反应 器 设计 与 放大 
所 需要 考虑 的 重要 因素 。 


表 10-7 悬浮 培养 物 的 流 变 学 特性 


细胞 体系 生物 量 浓度 (g : L7') 黏度 计 
冉 粟 <14.5 牛顿 型 Brookfield 黏度 计 ; 改造 的 Stormer 
同心 圆 桶 黏度 计 
烟草 
间 吹 培养 时 必 假 塑性 ， Brookfield 黏度 计 ; 改造 的 Stormer 
半 连 续 培 养 | 7.9 牛顿 型 同心 圆 桶 黏度 计 
<13 假 塑 性 ， Brookfield 黏度 计 
<20 宾 汉 塑性 Brookfield 黏度 计 
450 ( 鲜 重 ) 凯 松 塑性 改造 的 Weissenberg 流 变 计 、Contra- 
ves 流 变 计 、Brookfield 黏度 计 
海 巴 戟 和 450 ( 鲜 重 ) 假 塑性 ,，n 二 0.8 双 螺 带 搅拌 桨 
长 春花 <27 假 塑 性 , 0. 1 <n <0.9 双 螺 带 搅拌 桨 
柄 树 <15 假 塑 性 ，n ~0. 53 Brookfield 黏度 计 
长 春花 <15 假 塑 性 ，n ~0. 53 Brookfield 黏度 计 
n 表示 流动 特性 指数 


10. 5. 2 植物 细胞 培养 体系 的 混合 


在 植物 细胞 培养 体系 中 ， 气 液 传递 ( 特别 是 氧气 在 培养 基 中 的 溶解 率 和 在 液体 中 的 传 
递 速率 ) 、 营 养 物 在 细胞 与 培养 液 之 间 的 传递 都 是 十 分 重要 的 体系 混合 问题 。 简 单 的 套用 化 
工 的 液 固 传递 理论 是 不 合适 的 ， 需 要 对 其 进行 深入 的 研究 ， 建 立 准确 的 定量 模型 。 

1. 营养 物 传递 方式 ”植物 细胞 培养 体系 中 ， 和 营养 物 通过 细胞 膜 的 传递 机 制 与 其 他 生物 
410 


第 10 章 动 、 植 物 细胞 反应 工程 


的 相同 ， 均 有 3 种 情况 : 被 动 传递 、 主 动 传递 和 易 化 传递 。 传 递 的 方式 主要 是 依据 传递 的 能 
量 及 是 否 需要 载体 来 区 分 的 。 

2. 反应 器 内 的 混合 ”反应 器 内 有 效 的 混合 能 促进 营养 物质 在 气 - 液 相 细 胞 之 间 的 传递 ， 
可 为 植物 细胞 的 生长 及 代谢 提供 均一 的 生理 条 件 。 但 是 ， 由 于 植物 细胞 对 剪 切 很 敏感 ， 反 应 
器 内 的 剪 切 速率 会 给 植物 细胞 带 来 损伤 ， 降 低 细胞 的 活性 。 高 密度 培养 液 的 非 牛顿 型 流体 特 
性 限制 了 反应 器 内 有 效 的 热量 和 质量 的 传递 ， 导 致 反应 器 内 温度 和 营养 物 浓度 分 布 不 均 。 

反应 器 的 操作 在 很 大 程度 上 取决 于 气 - 液 两 相 的 混合 状况 ， 通 常 采用 混合 时 间 来 反映 反 
应 器 内 的 混合 情况 ， 利 用 流 数 或 功率 消耗 等 参数 来 描述 。 一 维 轴 向 扩散 模型 被 广泛 应 用 于 反 
应 器 中 混合 状况 的 研究 ， 但 在 实际 培养 中 ,混合 时 间 往往 比 轴 向 扩散 系数 更 为 重要 。 混 合 时 
间 即 为 示 踪 子 加 入 反应 器 后 达到 一 定 程 度 的 混合 时 所 需要 的 时 间 ， 它 是 直接 描述 培养 基 中 营 
养 物 成 分 均匀 程度 的 参数 。 

3. 氧 需求 和 供应 ”氧气 从 气相 到 细胞 表面 的 传递 是 植物 细胞 大 规模 培养 的 一 个 基本 问 
题 。 由 于 植物 细胞 培养 的 高 密度 与 高 黏度 特性 ， 氧 气 的 传输 会 受到 阻碍 ， 因 此 ， 在 培养 过 程 
中 ， 细 胞 的 生长 常 受 培 养 液 中 溶 氧 的 影响 。 溶 氧 浓 度 常 与 搅拌 强度 、 气 泡 分 散 程度 、 培 养 基 
的 溶 氧 水 平 、 容 器 内 水 压 有 关 。 向 培养 液 提供 氧气 的 方式 常 采 用 喷射 空气 或 纯 氧 '， 气 泡 在 上 
升 过程 中 ， 氧 气 溶 于 培养 液 中 ， 然 后 传递 到 细胞 。 

(1) 氧气 传递 阻力 : 氧气 一 般 是 通过 注入 空气 或 纯 氧 进入 发 酵 饶 的 。 气 泡 在 培养 基质 
中 传递 的 过 程 中 ， 氧 气 溶解 于 培养 基 中 ， 供 细胞 消耗 。 氧 气 传递 的 总 过 程 以 及 其 他 养分 传递 
的 过 程 可 由 静态 膜 理论 确定 的 各 单个 传 质 阻力 来 描述 。 在 传 质 过 程 中 ， 有 关 养 分 的 供给 和 利 
用 、 代 谢 产物 的 分 泌 和 转移 的 阻力 有 多 种 。 氧 气 传递 的 总 阻力 等 于 单个 阻力 的 总 和 。 单 个 阻 
力 对 总 阻力 的 贡献 或 其 重要 性 取决 于 培养 基 中 气体 和 液体 的 流体 力学 特性 、 温 度 、 培 养 基 组 
成 和 流 变 学 特性 、 代 谢 活力 及 细胞 密度 、 界 面 特 性 以 及 其 他 因素 。 这 些 阻力 包括 : 中 从 气相 
主体 到 气 液 界面 的 气 膜 传递 阻力 1/K。; @@ 气 液 界面 的 传递 阻力 1/K1; 加 从 气 液 界面 通过 液 
膜 的 传递 蛆 力 1/Ki; @ 液 相 主 体 的 传递 阻力 1/Kis; @ 细 胞 或 细胞 团 表面 的 液 膜 阻力 1/Ki; 
@ 固 液 界面 的 传递 阻力 1/Kis; @ 细 胞 团 内 的 传递 阻力 1/K，; @ 细 胞 壁 的 阻力 1/Kw; @ 反 
应 阻力 1/Ks。 

(2) 溶 氧 浓度 ; 与 微生物 相 比 ， 植 物 细胞 代谢 慢 ， 需 氧 量 较 低 ， 一 般 需 要 1 ~ 10mmol : 
L" .hh 的 氧气 ， 这 种 特性 要 求 设计 低 剪 切 率 的 生物 反应 器 以 满足 植物 细胞 大 规模 培养 的 要 
求 。 尽 管 由 于 植物 细胞 的 凝结 速率 快 而 对 和 氧 的 需求 量 低 ,但 为 了 确保 混合 良好 ， 在 气 升 式 生 
物 反应 器 中 还 是 要 求 有 合理 的 空气 流动 速率 ， 尤 其 是 在 高 细胞 密度 和 高 流体 黏度 情况 下 ， 传 
质 效率 大 大 降低 。 同 时 ， 除 考虑 细胞 生长 对 氧气 的 需求 外 ， 代 谢 产 物 合成 时 对 氧气 的 消耗 在 
某 些 情况 下 会 显著 地 高 于 细胞 生长 时 的 需 氧 量 的 。 但 并 不 是 氧 浓度 越 高 ， 细 胞 生理 状况 越 
好 ， 不 同 的 细胞 对 氧 的 消耗 规律 是 不 一 样 的 ， 细 胞 对 氧 需求 有 一 个 最 优 值 。 

(3) C0, 的 影响 : 已 经 研究 证 明 ， 在 气 升 式 生 物 反 应 器 中 采用 高 曝 气 速度 ， 植 物 细胞 
的 生长 就 会 减缓 ， 原 因 之 一 可 能 是 除 氧气 外 的 其 他 的 气体 成 分 (如 C0,) 对 植物 细胞 的 生 
长 也 具有 重要 的 作用 。 在 无 光合 作用 下 ， 细 胞 也 能 固定 一 定 浓度 的 C0,。 在 高 通气 速度 情况 
下 ，C0, 及 一 些 主要 的 挥发 性 物质 很 可 能 从 培养 基 中 逸 散 出 来 ， 从 而 导致 细胞 生长 速度 的 减 
慢 。 因 此 ， 植 物 细 胞 生长 应 在 各 种 气体 成 分 相 协调 的 环境 中 进行 。 


10. 5.3 剪 切 应 力 对 悬浮 培养 细胞 的 影响 


植物 细胞 培养 已 在 多 种 生物 反应 器 中 进行 ， 如 滚 瓶 、 转 桶 、 搅 拌 径 、 鼓 泡 塔 、 空 气 提升 
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铅 。 在 摇 瓶 和 深 瓶 中 培养 细胞 和 生产 代谢 产物 已 获 成 功 ,但 在 稍 大 的 搅拌 生物 反应 器 中 ， 植 
物 细 胞 次 生 代 谢 产 物 合成 能 力 却 难以 提高 ， 甚 至 有 时 会 丧失 合成 能 力 。 通 常 认为 造成 这 种 情 
况 的 一 个 主要 原因 是 植物 细胞 的 个 体 大 ， 细 胞 壁 僵 脆 和 具有 大 的 液 泡 ， 使 其 对 剪 切 应 力 敏 
感 。 因 此 ， 研 究 剪 切 应 力 对 细胞 培养 的 影响 是 设计 植物 细胞 培养 反应 器 需要 解决 的 一 个 重要 
问题 。 

细胞 培养 过 程 中 剪 切 应 力 的 产生 是 由 固 - 液 作用 、 气 - 固 作 用 和 固 - 固 相互 作用 而 产生 
的 ， 培 养 于 搅拌 式 生 物 反 应 器 中 的 植物 细胞 时 刻 都 受到 剪 切 应 力 的 作用 。 

1. 剪 切 应 力 对 植物 细胞 的 影响 流体 剪 切 应 力 对 植物 细胞 的 影响 并 非 单一 或 单方 面 的 ， 
而 是 正 反 两 个 方面 都 存在 。 剪 切 应 力 对 植物 细胞 的 积极 影响 表现 为 增加 通气 ,保持 良好 的 混 
合 状 态 和 细胞 分 散 性 ， 在 适合 的 条 件 下 ， 甚 至 可 以 提高 细胞 产 率 和 增加 次 生 代谢 产物 产量 。 
多 数 情况 下 ， 则 呈现 负 作 用 ， 造 成 细胞 损伤 ， 影 响 细胞 形态 、 代 谢 及 聚集 状态 等 。 剪 切 应力 
对 植物 细胞 的 损伤 影响 表现 如 下 。 

(1) 形态 改变 ， 剪 切 应 力作 用 使 植物 细胞 或 细胞 团 大 多 表现 为 机 械 损伤 (或 细胞 团体 
职 变 小 ) 。 

(2) 胞 内 化 合 物 的 释放 : 导致 pH 下 降 的 胞 内 化 合 物 的 释放 可 作为 细胞 受到 剪 切 应 力 损 
伤 的 标志 。 一 些 细胞 系 在 剪 切 应 力作 用 下 有 释放 有 机 碳 和 和 蛋白 质 的 现象 。 尽 管 实验 表明 有 机 
碳 的 释放 在 具 剪 切 应 力 耐 受 性 的 细胞 中 也 有 发 现 ， 不 能 肯定 是 受 剪 切 应 力 造 成 细胞 损伤 ， 但 
在 狗 牙 花 (Tabernaemontana divaricata) 细胞 的 培养 中 ， 和 蛋白 质 的 释放 显示 了 剪 切 应 力 与 细 
胞 损伤 的 密切 联系 。 在 烟草 细胞 培养 中 ， 随 剪 切 应 力 增加 ， 酚 类 化 合 物 的 释放 量 增加 。 

(3) 代谢 和 产 率 的 改变 : 在 培养 海 巴 戟 细胞 过 程 中 增加 剪 切 应 力 时 ， 蛇 根 碱 的 产量 降 
低 了 70% 。 研 究 人 员 在 12L 搅拌 式 生物 反 应 器 培养 长 春花 细胞 时 发 现 ，Ruston 涡流 推进 器 
转速 达 300r. min 一时， 生物 碱 累 积 速 度 增 加 ， 当 转速 为 300 ~700r. min- 时， 生物 碱 累 积 
速度 明显 下 降 。 应 该 指出 的 是 ， 以 代谢 和 产 率 的 改变 作为 细胞 损伤 的 特征 仍 缺 乏 足 够 的 科学 
依据 。 因 流体 荷载 的 变化 是 由 旋转 系统 的 速度 或 通气 的 改变 引起 的 ， 进 而 改变 剪 切 系 统 的 传 
质 状 态 。 培 养 液 中 溶解 的 氧 、C0, 等 对 细胞 代谢 均 有 影响 。 一 旦 液体 混合 状态 发 生 改 变 ， 氧 
气 和 营养 的 供应 状态 即 发 生 改变 ， 部 分 细胞 可 能 会 缺乏 某 些 养 分 ， 从 而 影响 细胞 代谢 。 因 而 
代谢 和 产 率 的 改变 不 足以 用 于 衡量 细胞 的 剪 切 应 力 损伤 。 

(4) 活性 丧失 : 细胞 损伤 可 能 导致 细胞 失 活 并 最 后 死亡 。 在 多 数 情况 下 ， 细 胞 有 修复 
损伤 的 能 力 ， 因 此 受 损伤 的 细胞 仍 可 成 活 。 细 胞 活性 指 细胞 具有 在 适合 的 环境 中 生长 和 分 裂 
的 能 力 ， 通 常 活性 与 离子 相对 不 可 渗透 的 细胞 膜 的 存在 相关 。 检 测 细胞 活性 通常 用 染色 法 
(FDA，TTC) 、 介 电 常数 测定 法 、 四 唑 盐 类 氧化 还 原 测定 等 。 

2. 剪 切 应 力 对 细胞 影响 的 可 能 机 制 ”悬浮 培养 的 植物 细胞 常常 聚集 成 团 ， 大 小 可 达 数 
毫米 ， 这 些 细 胞 个 体 间 未 完全 分 离 ， 通 过 胞 间 连 丝 进 行 细胞 质 的 交换 。 因 植物 细胞 团 的 体积 
大 到 可 与 微小 气泡 的 大 小 相 比 ， 因 此 它们 对 泡沫 产生 的 剪 切 应 力 相 对 不 敏感 。 培 养 的 植物 细 
胞 对 搅动 产生 的 流体 力 敏感 性 要 比 对 泡沫 破碎 引起 的 剪 切 应 力 敏 感性 高 得 多 。 

以 前 关于 植物 细胞 流体 机 械 敏 感性 的 研究 大 多 都 在 类 型 、 规 模 、 搅 拌 器 速度 各 异 的 搅拌 
式 生 物 反应 器 中 进行 。 在 搅拌 反应 器 中 培养 植物 细胞 ， 为 获得 充足 的 营养 和 氧气 ， 会 受到 两 
种 剪 切 应 力 的 影响 ， 靠 近 搅 拌 桨 的 细胞 将 遇 到 周期 性 转动 引起 的 变化 涡流 力 ， 但 在 生物 反应 
器 的 主体 内 ， 细 胞 主要 受 随时 间 变 化 而 变化 的 层 切 力 的 影响 。 

剪 切 应 力 对 细胞 产生 的 影响 除了 体现 在 宏观 形态 、 细 胞 壁 组 成 方面 外 ， 与 细胞 骨架 及 信 
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号 转 导 也 有 一 定 的 关系 。 作 用 于 细胞 表面 受 体 的 机 械 应 力 在 维持 细胞 组 织 形式 上 起 着 关键 作 
用 。 所 有 的 细胞 都 有 预 应 力 结构 ， 在 其 细胞 骨架 内 产生 机 械 力 ， 并 对 胞 外 基质 施加 张力 。 由 
于 许多 的 代谢 机 制 都 与 细胞 骨架 相关 ， 所 以 ， 细 胞 骨架 的 结构 变化 可 引发 生物 化 学 信号 的 逐 
级 变化 。 另 外 ， 植 物 细胞 表面 受 体 也 能 调节 跨 膜 力 的 转移 和 调控 组 织 的 形成 。 高 剪 切 应 力作 
用 下 ， 植 物 细 胞 会 出 现 酸化 现象 ， 引 起 胞 内 外 一 系列 的 反应 应 答 ， 激 活 或 抑制 一 系列 的 生 
理 、 生 化 反应 。 

3. 对 生化 反应 器 设计 的 指导 植物 细胞 通常 具有 剪 切 应 力 敏 感性 ， 高 的 搅拌 速度 对 细 
胞 生长 有 害 ， 低 搅拌 速度 可 以 使 细胞 团 分 散 ， 尤 其 在 生长 后 期 细胞 分 泌 黏 厚 的 多 糖 等 物质 
Rt et er en er te ty Moen 

应 力 水 平 被 认为 是 评估 反应 器 设计 的 重要 指标 。 如 果 将 搅拌 速度 控制 在 两 个 极端 之 间 ， 则 
ww we 通过 研究 剪 切 应 力 对 植物 惹 浮 培 养 的 影响 ,确立 剪 切 
应 力 和 植物 细胞 培养 的 关联 性 ， 并 有 选择 地 寻求 具有 剪 切 应 力 抗 性 的 细胞 ， 将 为 天 型 悬浮 细 
胞 培养 生物 反应 器 的 设计 提供 指导 。 为 获得 反应 器 中 缓和 的 流 场 及 良好 的 混合 性 能 ， 对 搅拌 
浆 的 结构 和 类 型 的 改进 也 必须 参考 剪 切 应 力 这 个 指标 。 


10. 5.4 植物 细胞 培养 动力 学 


对 植物 细胞 培养 过 程 中 的 细胞 生长 、 底 物 消耗 和 产物 生成 等 进行 量化 分 析 ， 即 植物 细胞 
培养 动力 学 的 研究 ， 有 利于 合理 的 设计 其 培养 策略 ， 对 反应 器 的 开发 和 利用 将 起 到 积极 的 推 
动作 用 。 植 物 细 胞 培养 动力 学 研究 包括 生长 动力 学 和 产物 生产 动力 学 两 部 分 内 容 。 

1. 生长 动力 学 “与 微生物 相 比 ， 植 物 细胞 生长 很 慢 ， 最 快 的 倍增 时 间 一 般 在 20h 左右 ， 
生长 较 慢 的 则 为 100h 或 更 长 的 时 间 。 这 样 慢 的 生长 速度 决定 了 植物 细胞 培养 周期 较 长 ， 增 
大 了 细胞 培养 的 成 本 ， 同 时 容易 造成 污染 。 当 然 在 实际 生产 中 注意 培养 技术 的 应 用 、 发 酵 饶 
的 结构 和 培养 物 的 保存 会 有 助 于 减少 污染 ， 已 有 多 个 运行 多 月 而 不 被 污染 的 中 试 规模 的 反应 
咒 例 子 。 

通常 ， 在 分 批 培养 的 生长 过 程 中 ,细胞 经 历 了 对 新 环境 的 适应 、 迅 速生 长 、 生 长 与 代谢 
趋 于 稳定 这 几 个 生理 过 程 ， 这 几 个 过 程 分 别称 为 迟滞 期 、 指 数 生 长 期 〈 细 胞 数 及 生物 量 对 
特定 的 基质 的 比 生长 速率 为 最 大 值 ) 、 静 止 期 和 衰亡 期 。 

图 10-5 中 曲线 表示 细胞 鲜 重 随 培 养 时 间 的 变化 。 图 中 显示 南方 红豆 杉 细胞 的 生长 周期 
约 为 30d， 细胞 在 生长 的 第 7 天 左右 进入 指数 生长 期 ， 在 第 18 天 左右 进入 静止 期 。 
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10-5 摇 瓶 悬浮 培养 南方 红豆 杉 细胞 的 生长 曲线 
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在 指数 生长 期 ， 细 胞 生长 的 各 种 营养 物质 充足 ， 并 且 在 迟滞 期 期 间 细 胞 已 经 为 细胞 的 生 
长 、 分 裂 做 好 了 充分 的 准备 工作 ， 在 指数 生长 期 ， 细 胞 以 最 大 的 生长 比 速率 增长 。 生 物 量 的 
增加 用 细胞 量 或 细胞 数 的 倍增 时 间 4 来 表示 ， 它 是 一 个 常数 。 

指数 生长 期 后 的 减速 生长 通常 是 由 于 一 种 或 多 种 必需 营养 物 的 耗 尽 或 抑制 性 产物 或 副 产 
物 的 积累 所 造成 的 。 对 于 不 同 原因 造成 的 细胞 比 生长 速率 减 小 ， 分 别 用 不 同 的 模型 撒 述 。 当 
比 生 长 速率 随 细胞 质量 增加 而 减 小 时 ， 将 出 现 更 多 适合 于 高 密度 培养 的 方程 。 

但 是 ， 植 物 细胞 培养 技术 经 历 了 几 十 年 的 发 展 ， 目 前 对 其 培养 动力 学 的 数学 描述 还 比较 
缺乏 。 最 初 植物 细胞 培养 的 数学 模型 的 建立 是 在 细菌 等 微生物 培养 过 程 动力 学 模型 的 基础 上 
发 展 起 来 的 。 在 传统 的 微生物 发 酵 过 程 中 通常 都 是 以 一 个 简单 的 生物 量 组 分 来 进行 模型 化 ， 
因此 都 是 非 结构 化 的 ， 如 Monod 模型 、Nyholm 模型 及 其 Leudeking-pipet 模型 等 ， 这 些 类 型 
的 模型 通常 都 只 能 够 考虑 一 些 单 组 分 的 变化 情况 ， 而 不 能 够 考虑 到 植物 细胞 组 分 的 多 样 性 和 
细胞 在 培养 过 程 及 其 代谢 过 程 中 变化 的 复杂 性 ， 如 次 生 代谢 产物 的 生成 和 细胞 生长 以 及 细胞 
在 代谢 过 程 中 其 他 中 间 物 质 之 间 的 相互 转化 的 复杂 关系 等 。 因 此 这 类 模型 不 能 够 预测 植物 细 
胞 培养 过 程 中 的 很 多 行为 ， 对 于 植物 细胞 的 放大 培养 的 指导 性 也 十 分 有 限 。 

随 着 对 植物 细胞 培养 过 程 研 究 的 深入 进行 以 及 植物 细胞 代谢 过 程 的 明朗 ， 对 植物 细胞 培 
养 的 多 样 性 也 有 了 较 多 的 认识 ， 从 而 开始 运用 复杂 的 数学 模型 结构 化 数学 模型 来 描述 植 
物 细胞 的 培养 过 程 。 由 于 结构 化 数学 模型 考虑 了 培养 细胞 组 分 的 多 样 性 及 其 之 间 以 及 细胞 与 
环境 之 间 的 关系 ， 因 此 能 够 较 精 确 地 描述 植物 细胞 的 培养 过 程 。 这 类 模型 对 于 分 析 细 胞 内 的 
代谢 调控 很 有 价值 ， 能 够 为 培养 过 程 提 供 更 加 清晰 、 更 加 定量 的 依据 ， 其 分 析 结 果 对 于 细胞 
培养 过 程 的 优化 具有 较 强 的 指导 性 。 目 前 已 经 有 4 种 结构 化 数学 模型 运用 于 植物 细胞 培养 的 
人 研究 之 中 。 

第 一 类 模型 是 由 研究 人 员 在 1987 年 提出 的 一 个 基于 两 种 代谢 中 间 物 的 动力 学 模型 ， 用 
于 解释 细胞 生长 及 与 生长 相关 的 产物 合成 之 间 的 相互 作用 ; 1989 年 又 提出 植物 细胞 处 于 细 
胞 团 的 小 环境 中 ， 其 生长 受 中 间 代 谢 产 物 控制 的 模型 ， 该 模型 预测 在 细胞 生长 过 程 中 存在 一 
个 迟滞 期 。 这 类 模型 关键 在 以 细胞 培养 中 间 代 谢 产 物 的 生成 和 释放 行为 为 依据 ， 建 立 模型 来 
解释 细胞 生长 及 与 生长 相关 代谢 产物 之 间 的 关系 。 

第 二 类 模型 把 细胞 的 存活 率 引 入 了 建 模 过 程 中 ， 分 析 了 细胞 活性 与 细胞 生长 、 底 物 消 耗 
以 及 代谢 产物 的 形成 之 间 的 相互 关系 。1989 年 ， 研 究 人 员 提 出 了 一 个 新 的 模型 ， 在 这 个 模 
型 中 考虑 了 细胞 鲜 重 和 存活 率 两 个 新 的 变量 ， 这 种 模型 能 够 预知 细胞 的 膨胀 和 洲 解 过 程 。 
1990 年 又 提出 了 一 个 能 够 区 分 分 裂 细 胞 和 非 分 裂 细 胞 的 生长 模型 。1998 年 ， 在 1989 年 提出 
的 模型 的 基础 上 ， 研 究 人 员 在 假设 只 有 存活 细胞 生成 产物 多 糖 ， 底 物 消耗 不 用 于 维持 细胞 生 
长 的 前 提 下 提出 了 一 个 植物 细胞 悬浮 培养 生成 多 糖 的 动力 学 模型 ， 并 通过 Symphytum offici- 
nal 工 的 悬浮 培养 确定 其 多 糖 的 合成 属于 生长 相关 型 。 

第 三 类 模型 属于 考虑 底 物 吸 收 及 其 活化 机 制 的 结构 化 模型 。1992 年 以 细胞 吸收 培养 基 
中 的 物质 〈 如 蔗糖 等 ) 以 及 其 在 细胞 内 的 代谢 为 基础 ， 通 过 一 定 的 假设 和 简化 ， 建 立 了 考 
虑 细胞 生长 、 产 物 生 成 以 及 细胞 呼吸 作用 的 结构 化 数学 模型 ， 通 过 对 细胞 结构 化 的 组 成 物 、 
次 生 代谢 产物 的 形成 和 细胞 呼吸 作用 的 检测 来 研究 细胞 在 培养 过 程 中 内 部 的 相互 作用 ， 并 且 
将 生长 竞争 型 和 非 生 长 竞争 型 次 生 代 谢 产 物 区 分 开 来 。 这 个 模型 第 一 次 说 明了 底 物 吸收 和 活 
化 机 制 ， 模 型 的 预测 与 实验 有 一 定 的 相符 合 性 。 在 2000 年 以 培养 基 中 碳 源 在 培养 过 程 中 所 
经 历 的 途径 为 依据 ， 研 究 人 员 建 立 了 紫 草 细胞 悬浮 培养 的 结构 化 动力 学 模型 来 描述 细胞 的 培 
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养 过 程 ， 参 数 优化 的 结果 使 模型 能 够 较 好 地 反映 培养 体系 的 变化 情况 。 这 种 结构 化 模型 较 之 
1992 年 建立 的 模型 更 加 简单 ， 而 且 参 数 较 少 容 易 检 测 ， 有 较 强 的 实用 性 ， 紫 草 细胞 悬浮 培 
养 的 结构 化 动力 学 模型 将 在 后 面 的 内 容 中 介绍 。2003 年 ， 以 同样 的 方法 对 红豆 杉 细胞 培养 
建立 了 相应 的 模型 ， 其 实验 结果 也 证 明了 该 模型 能 很 好 地 描述 培养 过 程 。 对 两 种 细胞 培养 成 
功 建 模 ， 证 明了 该 模型 对 于 植物 细胞 培养 过 程 动力 学 行为 描述 具有 一 定 的 通用 性 。 

第 四 类 模型 主要 考察 了 在 细胞 培养 过 程 中 其 他 重要 盐 类 物质 如 磷酸 盐 和 钙 盐 等 对 细胞 培 
养生 长 或 产物 形成 的 影响 。1993 年 ， 研 究 人 员 提 出 了 一 个 关于 长 春花 细胞 在 不 同 磷酸 盐水 
平 下 进行 分 批 培 养 的 结构 化 模型 ， 模 型 不 仅 成 功 地 描述 了 批 式 培养 时 细胞 在 不 同 磷酸 盐 浓 度 
下 的 生长 情况 ， 而 且 对 细胞 在 恒 化 器 中 的 培养 情况 也 有 和 较 好 的 预见 性 。 研 究 人 员 也 提出 了 一 
个 考虑 钙 盐 和 磷酸 盐 对 咖啡 细胞 悬浮 培养 的 影响 的 结构 化 模型 ， 能 够 预见 生物 碱 的 形成 速 
率 ， 与 实验 结果 具有 很 好 的 一 致 性 。1999 年 ， 以 磷酸 盐 与 细胞 生长 和 代谢 产物 的 生产 的 关 
系 建立 了 高 山 红 景 天 致密 愈 伤 组 织 颗粒 悬浮 培养 的 结构 化 动力 学 模型 ， 该 模型 能 够 计算 并 预 
测 接种 量 、 接 种 物 “ 年 龄 ”及 培养 基 中 初始 磷酸 盐 浓 度 对 高 山 红 景 天 致密 愈 伤 组 织 生 长 与 
红 景 天 并 的 影响 ， 模 型 基本 能 够 反映 高 山 红 景 天 致密 愈 伤 组 织 悬 浮 培养 的 动力 学 规律 。 

南方 红豆 杉 细胞 悬浮 培养 的 结构 化 动力 学 模型 实例 : 在 测定 和 分 析 南 方 红豆 杉 细胞 悬浮 
培养 动力 学 的 实验 基础 上 ， 以 培养 基 中 的 碳 源 在 培养 过 程 中 所 经 历 的 途径 为 依据 ， 建 立 了 合 
理 的 结构 化 动力 学 模型 来 描述 细胞 的 培养 过 程 ， 参 数 优化 的 结果 使 模型 能 够 较 好 地 反映 培养 
体系 的 变化 情况 。 

(1) 模型 分 析 : 培养 基 中 的 碳 源 为 蔗糖 ， 其 在 胞 外 被 水 解 为 葡萄 糖 和 果糖 ， 二 者 进入 
细胞 内 部 。 碳 源 在 细胞 内 的 代谢 途径 有 3 条 : 合成 细胞 物质 、 维 持 细胞 活动 及 合成 产物 。 细 
胞 物质 可 分 为 结构 物质 与 中 间 物 质 。 糖 在 整个 代谢 过 程 所 经 历 的 途径 如 图 10-6 所 示 。 


洋 粉 
! 轩 F 吸 损失 
1 1 呼吸 损 = 
| @ (Ri) 
@ ' © 
~ 果糖 ， 结构 物质 
O (Fe) | 有 网 (Si) a 
je 1 H 
六 | 了” 溢 糖 (C，) 
~ 葡萄 糖 ! 
(Ge) ® |! 中 间 物 质 
| (Ei) 
' 次 生 代 谢 产物 
(PY) 
胞 外 物 。 oe 
(Pe) : 
细胞 膜 


图 10-6 悬浮 培养 紫杉醇 细胞 碳 源 消耗 生物 学 模型 
人 为 胞 外 的 蔗糖 在 酶 的 作用 下 ， 水 解 为 葡萄 糖 Ce 和 果糖 Fe 的 过 程 ; 四 、@@ 分 别 为 果糖 和 葡萄 糖 进入 细胞 内 
部 的 过 程 ;，@@ 为 胞 内 葡萄 糖 和 淀粉 之 间 的 转化 ; 加、@ 分 别 描述 的 是 用 于 维持 细胞 活动 的 呼吸 消耗 和 细胞 结构 物 
质 Si 的 内 源 呼 吸 消耗 ; (2) 为 胞 内 总 的 可 溶性 糖 转 化 为 结构 物质 Si; 人 @) 为 胞 内 可 溶性 总 糖 合成 中 间 物 质 Ei; (为 Ci 
转化 为 次 生 代谢 产物 紫杉醇 PE; 四 为 部 分 产物 Pi 渗 漏 到 培养 基 中 ， 形 成 胞 外 产物 Pe 的 过 程 
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pe 


Es my = 市 XV jl, 2, (10.9) 

OT 
ci = 让 (10-10) 

6 二 和 (10-11) 


(3) 模型 参数 求解 : 将 组 分 Ge 、Fe 、Ci 、Ei 、Si 、Ri 、Pi 与 Pe 各 自 的 生成 速率 mv 
的 表达 式 分 别 代 入 式 〈10-9) ， 可 得 到 微分 方程 组 。 最 终 通过 质量 平衡 、 参 数 测定 、 模 型 参 
数 的 求解 和 优化 、 参 数 灵 敏 度 分 析 得 到 拟 合 曲线 。 图 10-7 net ett rep et 
积累 浓度 的 拟 合 曲 线 。 由 该 曲线 可 见 , 模型 能 够 很 好 地 反映 细胞 生长 后 期 代谢 产物 积累 的 
情况 。 

采用 结构 模型 来 描述 植物 细胞 的 生长 与 次 生 代谢 产物 的 代谢 ， 通 过 测定 与 分 析 细 胞 内 组 
分 的 变化 ， 能 够 更 深入 地 研究 植物 细胞 培养 的 内 在 规律 ;同时 可 根据 模型 的 描述 ， 针 对 细胞 
所 处 的 培养 的 不 同 阶段 ,采取 不 同 的 优化 培养 策略 ， 从 而 分 别 满足 细胞 生长 和 产物 代谢 的 需 
要 ， 实 现 对 整个 培养 体系 的 优化 操作 。 


0.018 


0.015 上 


0.012 


Pi、Pe 溶 度 (g-L"') 


0 4 8 12 16 20 24 28 
培养 时 间 (d) 


图 10-7 悬浮 培养 南方 红豆 杉 细胞 胞 内 外 紫杉醇 的 拟 合 曲 线 
一 : 计算 数据 ; 。: 胞 内 紫杉醇 含量 实验 数据 ; ^: 胞 外 紫杉醇 含量 实验 数据 ; 
Pi: 胞 内 紫杉醇 含量 ; Pe: 胞 外 紫杉醇 含量 


2. 产物 生产 动力 学 ”大 多 数 来 自 植物 的 目的 产物 是 次 生 代谢 产物 。 次 生 代谢 速度 比 初 
生 代 谢 速 度 低 得 多 ， 因 此 产量 普遍 很 低 。 在 成 批 培养 中 ， 植 物 细胞 的 生长 与 产物 合成 动力 学 
关系 一 般 有 3 种 类 型 : 一 是 生长 耦 联 型 ， 即 产物 的 合成 与 细胞 的 生长 呈正 相关 ， 这 种 动力 学 
通常 与 初生 产物 的 合成 有 关 ; 二 是 部 分 看 联 型 ， 即 产物 只 有 在 细胞 生长 下 降 时 才能 合成 ， 细 
胞 处 于 指数 生长 期 时 ， 次 生 代 谢 产物 含量 下 降 ， 但 细胞 生长 停止 时 ， 产 物 合成 也 停止 ; 三 是 
非 生 长 耦 联 型 ， 即 产物 只 有 在 生长 停止 时 才能 合成 。 在 离 体 培 养 条 件 下 ， 生长 与 合成 之 间 一 
般 不 相关 联 ， 合 成 过 程 通常 是 在 植物 细胞 增殖 开始 降低 ， 甚 至 停止 时 进行 ,或 者 在 细胞 从 对 
pr id and 这 样 ， 促 进 生长 和 生物 量 生产 的 培养 条 件 并 不 一 定 能 够 
提高 次 生 代 谢 产物 产量 ， 有 时 甚至 降低 次 生 代谢 产物 的 生产 水 平 。 
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以 上 描述 的 3 种 动力 学 类 型 只 不 过 是 产物 合成 的 理想 模式 ， 事 实 上 ， 由 于 细胞 培养 系统 
较 复 杂 ， 细 胞 生长 和 次 生 代谢 产物 的 合成 极 少 单独 符合 某 一 种 模式 ， 特 别 是 在 较 大 的 细胞 群 
体 中 ， 由 于 各 细胞 所 处 的 生理 阶段 不 同 ， 细 胞 生长 和 产物 合成 是 群体 中 部 分 细胞 代谢 的 结 
果 。 此 外 ， 不 同 环境 条 件 对 产物 合成 的 动力 学 也 有 很 大 的 影响 。 因 此 ， 对 细胞 代谢 产物 合成 
动力 学 的 了 解 是 获得 更 多 目的 产物 的 前 提 之 一 。 


10.6 ”植物 细胞 反应 过 程 关 键 技术 


10. 6. 1 细胞 固定 化 


植物 细胞 较 微 生物 细胞 、 动 物 细胞 相 比 ， 上 共有 个 体 大 、 细 胞 壁 僵硬 且 具 有 较 大 的 液 泡 等 
特点 ， 因 此 对 其 浮 培 养 过 程 中 的 剪 切 应 力 十 分 敏感 。 有 关 剪 切 应 力 对 植物 细胞 的 影响 已 在 前 
一 节 中 介绍 。 利 用 细胞 固定 化 技术 可 以 有 效 地 解决 这 一 问题 。1978 年 研究 人 员 首 次 成 功 的 
利用 固定 化 的 海 巴 戟 、 毛 地 黄 和 长 春花 生产 次 生 代 谢 产 物 ， 目 前 已 有 50 多 种 植物 细胞 成 功 
地 实现 了 固定 化 培养 。 

植物 细胞 固定 化 培养 较 悬 浮 培养 具有 多 种 优点 : 四 有 利于 非 耦 联 生长 的 植物 细胞 次 生 代 
谢 产 物 的 合成 ; @ 改 善 传 质 ; 四 生长 和 生产 阶段 可 以 有 效 地 分 开 ; @ 改 变 了 细胞 生长 的 微 环 
境 ，@@) 减 小 培养 体系 中 的 剪 切 应 力 ; @ 降 低 生 产 成 本 。 固 定 化 植物 细胞 生长 速度 一 般 低 于 甚 
浮 培 养 细胞 的 生长 速度 ， 细 胞 位 置 的 固定 使 其 所 处 的 环境 类 似 于 在 植物 体 中 所 处 的 状态 ， 相 
互 间接 触 密切 ， 可 以 形成 一 定 的 理化 梯度 ， 有 利于 次 生 代谢 产物 的 合成 ， 这 就 决定 了 固定 化 
植物 细胞 次 生 代谢 产物 产量 高 于 悬浮 培养 的 细胞 。 再 者 ， 在 游离 细胞 培养 过 程 中 ， 产 物 主要 
积累 在 胞 内 ， 而 固定 化 培养 植物 细胞 可 使 产物 分 泌 到 胞 外 ， 这 对 于 连续 培养 来 说 是 非常 有 意 
义 的 。 当 然 ， 植 物 细胞 固定 化 也 有 不 足 之 处 ， 如 增加 了 处 理 固定 化 过 程 的 费用 ， 增 加 了 过 程 
设计 和 操作 的 复杂 性 等 。 

由 于 植物 细胞 所 具有 的 特点 ， 对 其 进行 固定 化 只 有 用 最 温和 的 固定 化 方法 才 有 可 能 成 
功 ， 依 据 不 同 的 需求 ， 设 计 不 同 的 固定 化 条 件 和 方法 。 通 常 ， 按 照 固定 载体 与 作用 方式 的 不 
同 ， 植 物 细胞 固定 化 方法 可 分 为 4 种 类 型 : 吸附 法 (载体 结合 法 ) 、 包 埋 法 、 交 联 法 和 共 价 
结合 法 。 此 外 ， 还 有 自 固定 法 和 表面 固定 法 等 。 

(1) 吸附 法 : 又 叫 载体 结合 法 ， 指 载体 和 细胞 间 通 过 物理 吸附 或 离子 键 合作 用 结合 在 
一 起 ， 实 现 固定 化 。 吸 附 法 可 分 为 物理 吸附 和 离子 吸附 2 种 : 前 者 使 用 具有 高 度 吸附 能 力 的 
硅胶 、 活 性 类、 多 孔 玻璃 、 石 英 砂 和 纤维 素 等 吸附 剂 将 细胞 吸附 到 表面 ， 使 之 固定 化 ; 后 者 
根据 细胞 在 解 离 状态 下 因 静 电 引 力 而 固着 于 带 有 相 异 电荷 的 离子 交换 剂 上 ， 如 DEAE- 纤 维 
素 、DEAE-sephadex 、CM- 纤 维 素 等 。 此 法 操作 简单 ， 反 应 条 件 温 和 ， 载 体 可 以 反复 利用 ， 
但 结合 不 牢固 ， 细 胞 易 脱 落 。 

(2) 包 埋 法 : 将 植物 细胞 用 物理 方法 包 埋 在 各 种 载体 之 中 。 根 据 载 体 材料 和 方法 的 不 
同 ， 包 埋 法 可 分 为 凝 胶 包 埋 法 和 半 透 膜 包 埋 法 两 种 。 即 将 细胞 包 埋 在 凝 胶 等 物质 内 部 的 微 孔 
中 或 由 各 种 高 分 子 聚 合 物 制 成 的 小 球 内 。 包 埋 法 操作 简单 ， 条 件 温 和 ， 对 细胞 活性 影响 小 ， 
制作 的 固定 化 细胞 球 强度 高 ， 是 目前 研究 最 广泛 的 方法 。 

(3) 交 联 法 : 交 联 法 ( 架 桥 法 ) 不 用 载体 ， 它 利用 双 功 能 或 多 功能 试剂 ， 直 接 与 细胞 
表面 的 基 团 〈 如 氨基 、 产 基 、 琉 基 、 咪 唑 基 等 ) 发 生 反应 ， 形 成 共 价 键 来 固定 细胞 。 常 用 
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交 联 剂 有 成 二 醛 、 甲 茶 二 异氰酸酯 、 双 偶 氮 联 茶 等 。 这 种 方法 结合 强度 高 ， 稳 定性 能 好 ， 经 
得 起 pH 值 和 温度 的 剧烈 变化 ,但 化 学 反应 激烈 ， 对 细胞 活性 影响 很 大 ， 往 往 会 毒害 活 细 
胞 ， 所 以 交 联 法 的 应 用 受到 一 定 限 制 ， 实际 中 常 与 其 他 方法 联合 使 用 。 

(4) 共 价 结合 法 : 细胞 表面 功能 团 和 固 相 支持 物 表 面 的 反应 基 团 之 间 形 成 化 学 共 价 键 
连接 ， 从 而 成 为 固定 化 细胞 。 该 法 细胞 与 载体 结合 紧密 ， 使 用 过 程 中 不 易 脱 落 ， 但 反应 激 
烈 ， 条 件 较 难 控制 ， 往 往 容易 造成 细胞 的 死亡 ， 应 用 并 不 广泛 。 

针对 固定 化 培养 模式 有 专门 的 用 于 固定 化 培养 的 生物 反应 器 ， 通 过 优化 固定 化 条 件 实现 
目的 产物 的 大 量 合成 和 释放 。 

固定 化 植物 细胞 在 生物 转化 方面 已 有 众多 的 应 用 实例 。 如 在 手 性 药物 的 合成 方面 ， 研 究 
人 员 利 用 固定 化 衣 葛 卜 细胞 对 前 手 性 底 物 酮 酯 、 芳 香 酮 条 环 芳 酮 进行 对 映 选择 性 还 原 ; 研 
究 人 员 利 用 固定 化 烟草 细胞 将 前 手 性 双 酮 酯 和 葵 甲 酰 吡 啶 进行 对 映 选 择 性 还 原 ; 研究 人 员 用 
固定 化 长 春花 细胞 作用 于 外 消 旋 物 ， 得 到 手 性 吡啶 醇 。 在 天 然 药物 的 合成 方面 ， 研 究 人 员 用 
海藻 酸 包 埋 丹 参 愈 伤 组织 细 胞 ， 连 续 生 产 隐 丹参 酮 和 丹参 酮 [ A。 运用 固定 化 长 春花 细胞 合 
成 阿 玛 碱 ， 与 游离 细胞 相 比 ， 海 藻 酸 钙 包 埋 细 胞 的 产量 是 游离 细胞 的 176% 。 在 对 现 有 药物 
的 修饰 改造 方面 ， 固 定 化 植物 细胞 可 以 对 现 有 的 药物 进行 结构 修饰 ， 可 改进 它们 的 生物 活性 
谱 。 最 常用 的 转化 反应 是 羟基 化 和 糖 基 化 。 例 如 ， 利 用 海藻 酸 钙 包 埋 固定 化 希腊 毛 地 黄 细胞 
及 希腊 毛 地 黄 毒 苷 细胞 ， 生 产 异 羟基 毛 地黄 背 。 

固定 化 植物 细胞 培养 技术 起 步 较 晚 ， 但 意义 特殊 。 特 别 是 利用 固定 化 植物 细胞 生物 转化 
技术 以 及 代谢 途径 工程 的 分 子 水 平 研究 可 以 更 好 地 研究 基因 和 了 酶 的 属性 ， 可 以 在 不 同 层次 加 
速生 物 转化 在 生产 实践 和 新 药 开 发 中 的 应 用 。 固 定 化 植物 细胞 转化 系统 也 为 工业 化 生产 植物 
性 天 然 药物 开辟 了 一 条 新 途径 ， 但 仍 处 于 发 展 阶段 。 例 如 ， 固 定 化 方法 的 完善 、 产 物 的 释放 
以 及 如 何 控制 固定 化 细胞 处 于 不 分 裂 状 态 、 易 污染 、 操 作 技术 难度 大 、 接 种 量 大 造成 的 成 本 
高 和 反应 需 的 设计 不 成 熟 等 问题 限制 了 植物 细胞 固定 化 转化 系统 的 进一步 应 用 。 随 着 这 些 技 
术 的 不 断 发 展 ， 固 定 化 细胞 技术 必 将 有 新 的 突破 ， 从 而 获得 更 为 广泛 的 应 用 。 


10. 6.2 植物 细胞 培养 反应 器 


随 着 生物 工程 技术 的 发 展 ， 植 物 细胞 的 培养 已 可 在 工业 规模 生化 反应 器 中 进行 。 用 于 植 
物 细胞 培养 的 核心 设备 称 为 植物 细胞 培养 反应 器 ， 它 与 微生物 发 酵 用 反应 器 有 许多 相同 之 
处 ， 也 采用 通用 式 发 酵 饶 、 鼓 泡 式 发 酵 径 、 气 升 式 反 应 器 、 流 化 床 式 反应 器 、 固 定 床 式 反应 
器 、 膜 反应 器 及 振动 混合 反应 器 等 。 植 物 细胞 培养 反应 器 已 从 实验 室 规模 的 1 ~30L 放大 到 
工业 性 试验 规模 130 ~20000L。 

对 于 悬浮 培养 的 植物 细胞 ， 当 前 使 用 的 反应 器 类 型 主要 有 搅拌 式 (STR) 、 气 升 式 (air- 
lift) 、 鼓 泡 式 (bubble column) 、 转 鼓 式 (rotating drum) 等 。STR 是 传统 的 反应 器 类 型 。 它 
的 溶 氧 量 易 通 过 转速 和 通气 量 控制 ， 但 搅拌 带 来 的 剪 切 应 力 对 细胞 影响 很 大 ， 因 此 搅拌 器 的 
形式 非常 影响 STR 的 应 用 。 通 过 降低 搅拌 速度 和 改进 搅拌 子 构 型 可 以 显著 提高 STR 的 应 用 
范围 ， 提 高 细胞 及 代谢 产物 的 产量 。 烟 草 〈N tabacum) 、 葡 萄 、 长 春花 (C. roseus)、 三 角 
叶 葛 忒 (DD. deltoidea) 都 已 在 改进 的 搅拌 式 反应 器 中 进行 了 培养 。 经 过 改进 的 反应 器 能 很 好 
地 适合 植物 细胞 的 生长 ， 因 此 对 搅拌 式 反应 器 的 研究 有 很 大 的 潜力 。 

鼓 泡 和 气 升 式 反 应 器 提供 了 低 剪 切 应 力 环境 。 鼓 泡 式 反应 器 是 结构 最 为 简单 的 反应 吉 。 
气体 从 底部 通过 喷嘴 或 孔 盘 穿 过 液 池 实现 气体 传递 和 物质 交换 。 它 不 含 转动 部 分 ， 整 个 系统 
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密闭 ， 易 于 无 菌 操作 。 培 养 过 程 中 无 须 机 械 能 消耗 ， 适 合 于 培养 对 剪 切 应 力 敏感 的 细胞 。 然 
而 对 高 密度 及 黏度 较 大 的 培养 体系 ， 反 应 器 的 混合 效率 会 降低 。 气 升 式 反 应 器 通过 上 升 液体 
和 下 降 液 体 的 静 压 头 差 实现 气流 循环 ， 因 而 比 鼓 泡 型 有 更 均一 的 流动 形式 。 

气 升 式 反应 器 搅拌 速度 和 混合 程度 由 下 列 因素 决定 : 中 通气 速率 ， 如 通 和 反应 器 的 气体 

耻 ; @) 气 体 喷射 器 的 位 置 和 构 型 ， 如 喷嘴 和 烧结 口 ; 加 容器 的 高 度 与 直径 比 ; 四 升降 速率 
比 ; @@ 培 养 液 的 黏度 和 流 变 性 。 循 环 速度 和 容器 高 度 有 一 定 关 系 : 9 = 有”， 为 高 度 ，09 为 
混合 时 间 。 海 巴 戟 (MM. ciiriyolia)、 三 角 叶 薯 蔬 (D. delioidea) 、 紫 草 (一 erythrorhizon) 细胞 
已 用 气 升 式 反应 器 进行 了 培养 。Vienne 和 Morrison 1986 年 在 气 升 式 反 应 器 中 成 功 地 对 长 春 
花 进 行 连续 培养 。 气 升 式 反应 器 给 植物 细胞 的 生长 和 代谢 合成 提供 了 适宜 的 环境 ， 因 此 已 被 
广泛 用 于 工业 化 生产 。 

转 辟 式 反 应 器 (FDR) 是 一 种 较 新 型 的 反应 器 ， 已 用 于 长 春花 、 紫 草 的 培养 。 因 为 转 
子 的 转动 促进 了 液体 中 溶解 的 气体 与 营养 物质 的 混合 ， 因 此 FDR 具有 悬浮 系统 均一 、 低 剪 
切 环境 、 防 止 细 胞 黏附 在 壁 上 的 优点 ， 适 合 于 高 密度 植物 悬浮 细胞 的 培养 (大 于 20g' 工 ” 
CDW) 。 

对 于 固定 化 培养 的 细胞 ， 根 据 载 体 的 不 同 ， 可 将 反应 器 类 型 主要 分 为 胶 粒 固定 反应 器 
( gel-entrapped cell reactor) 和 膜 反 应 器 ( membrane reactor) 。 研 究 人 员 1983 年 用 气 升 式 系统 
进行 B- 甲 基 毛 地 黄 毒 背 (B-methyldigitoxin) 到 B- 甲 基 洋 地 黄 毒 背 (B-methyldigoxin) 的 转化 
培养 ,采用 海藻 钙 固 定 细胞 ， 成 功 地 用 30L 和 200L 的 反应 器 生产 地 高 辛 (digoxin)。 在 膜 
反应 器 中 ， 中 空 纤维 膜 是 另 一 种 可 供 细 胞 固定 化 的 载体 。 由 于 细胞 并 不 黏附 在 膜 上 ， 因 此 更 
好 控制 压 降 和 流体 压力 ， 不 受 操作 规模 的 限制 。Shuler 首次 报道 用 膜 反应 器 系统 培养 植物 细 
胞 。 复 合 膜 反 应 器 也 被 用 于 植物 细胞 的 培养 ， 其 优点 是 目的 代谢 产物 可 以 有 选择 地 同 反 应 介 
质 分 离 。 用 一 种 搅拌 膜 反 应 器 培养 Thalicirum rugosum， 在 不 通 空 气 情况 下 ， 氧 分 压 可 在 
36g. 工 CDW 的 高 细胞 密度 下 维持 在 30% 。 

选择 理想 的 生物 反应 器 要 考虑 许多 因素 ， 如 氧 传输 、 混 合 性 能 和 剪 切 应 力 强度 。 增 强 反 
应 器 的 混合 性 能 ， 如 增加 通气 和 转速 ， 可 以 促进 物质 在 反应 器 内 传输 ， 但 由 于 较 强 的 剪 切 应 
力 对 植物 细胞 产生 伤害 。 因 此 反应 器 的 设计 和 改进 应 综合 考虑 这 几 方 面 的 因素 ， 力 求 在 降低 
系统 的 剪 切 环境 的 同时 ， 使 反应 器 的 混合 性 能 良好 。 在 低 流体 压力 下 有 效 的 氧 传 质 是 选择 反 
应 器 的 一 个 标准 。 此 外 ， 环 境 条 件 的 有 效 控 制 和 易 实现 工业 化 等 也 很 重要 。 

对 反应 器 的 改进 包括 改变 气体 交换 器 构 型 、 搅 拌 器 构 型 、 挡 板 的 位 置 与 数目 甚至 反应 容 
器 的 构 型 (外 环 式 、 底 部 倾斜 式 ) ， 以 降低 剪 切 应 力 ， 实 现 均匀 混合 ， 促 进 物 质 交 换 。 植 物 
细胞 培养 用 反应 器 的 选 型 和 开发 应 综合 考虑 以 下 因素 : 四 供 氧 能 力 和 和 气泡 在 液体 中 的 分 散 程 
度 ; @ 反 应 器 内 流 变 液体 的 压力 强度 及 其 对 植物 细胞 系统 的 影响 ;，@ 高 细胞 浓度 混合 的 均匀 
性 ; 岂 控 制 温度 、pH、 营 养 物 浓度 的 能 力 ; 名 控制 细胞 聚集 体 的 能 力 ; @ 放 大 的 难 易 程度 ; 
GO 长 时 间 维持 无 菌 状态 的 能 力 。 不 同 反应 器 具有 不 同 的 特点 ， 不 同 植物 细胞 的 氧 需 求 、 剪 切 
应 力 敏感 性 、 培 养 液 流 体 性 能 和 细胞 聚集 体 大 小 是 有 差别 的 ， 因 而 要 根据 植物 细胞 特性 选择 
其 生长 及 代谢 产物 合成 的 反应 器 。 


10. 6.3 植物 细胞 培养 规模 的 放大 


早 在 20 世纪 30 年 代 ， 人 们 已 能 在 人 工 培养 条 件 下 长 期 地 保持 某 些 植物 体 中 分 离 出 来 的 
细胞 的 生命 力 ， 并 能 够 保持 合成 其 某 些 代谢 产物 的 能 力 。 至 今 ， 用 大 规模 发 酵 的 方法 来 生产 
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人 参 皂 背 、 紫 草 宁 等 自然 药物 以 及 烟草 代用 品 已 取得 突破 。 但 在 多 年 的 植物 细胞 培养 技术 的 
发 展 及 应 用 过 程 中 ， 生 产 效率 低 这 一 特点 严重 地 限制 了 植物 细胞 大 规模 培养 技术 的 应 用 ， 这 
也 是 由 植物 细胞 结构 特性 及 培养 特性 所 决定 的 。 植 物 细胞 大 规模 培养 首先 必须 解决 的 就 是 剪 
切 应 力 的 问题 。 植 物 细胞 个 体 大 、 细 胞 壁 僵硬 、 具 有 大 的 液 泡 的 特性 决定 了 植物 细胞 对 剪 切 
应 力 非常 敏感 ; 其 次 ， 植 物 细胞 在 培养 过 程 中 容易 聚集 成 团 ， 从 而 影响 了 和 营养 物质 及 氧气 的 
传递 ， 进 而 引起 植物 细胞 的 生长 减缓 和 代谢 产物 降低 。 只 有 当 植 物 细胞 培养 的 生产 效率 比 植 
物 生 产 效率 高 得 多 或 细胞 培养 产物 的 质量 比 植物 的 产品 好 时 ， 植 物 细胞 培养 工艺 的 应 用 及 放 
大 才 有 市 场 。 在 奠定 了 坚实 的 经 济 基 础 之 后 ， 大 规模 植物 细胞 培养 的 开发 才 是 合理 的 。 

在 生物 反应 器 中 进行 植物 细胞 培养 以 生产 次 生 代 谢 产物 的 方法 可 用 于 多 种 细胞 体系 ， 常 
与 大 规模 生产 相关 的 3 种 不 同 细胞 体系 是 悬浮 培养 、 固 定 化 培养 和 毛 状 根 培养 。 这 些 细胞 体 
系 涉及 的 因素 包括 最 大 细胞 浓度 、 生 物 反应 器 体积 、 规 模 放 大 潜力 、 质 量 传递 、 过 程 变 量 控 
制 和 数学 模型 。 不 同 的 培养 体系 有 不 同 的 规模 效应 。 细 胞 培养 规模 的 扩大 并 不 是 实验 室 培 养 
条 件 的 简单 放大 ， 原 料 的 选择 、 反 应 器 的 设计 、 细 胞 在 不 同 规模 培养 体系 中 的 生长 及 代谢 、 
过 程控 制 、 产 物 分 离 等 均 是 需要 考虑 的 问题 。 


10.7 ”植物 细胞 培养 技术 的 应 用 


植物 不 仅 为 人 类 的 生存 和 发 展 提供 必要 的 食物 、 纤 维和 建筑 材料 ， 同 时 其 次 生 代谢 产生 
的 昔 类 、 生 物 碱 和 酚 类 等 天 然 成 分 被 人 类 广泛 利用 ， 制 成 药品 、 食 品 添加 剂 、 风 味 物 质 、 香 
料 、 色 素 、 化 妆 品 、 生 物 杀 虫 剂 和 农业 化 肥 等 。 人 类 已 知 的 30000 种 天 然 产物 80% 来 源 于 
植物 ， 已 知 化 学 结构 的 植物 源 次 生 代谢 产物 数量 是 微生物 源 的 4 倍 。 有 些 药品 只 能 来 源 于 植 
物体 ， 且 售 价 不 菲 ， 如 抗 心 肌 炎 药物 辅酶 、 抗 癌 药 物 紫杉醇 、 抗 肿瘤 药物 喜 树 碱 、 抗 心 脑 血 
管 药 长 春 新 碱 等 。 直 到 今天 ， 全 世界 有 121 种 临床 使 用 的 处 方药 来 源 于 植物 ， 大 约 有 75% 
的 世界 人 口 要 依赖 传统 的 植物 药剂 。 这 些 物 质 安 全 、 高 效 、 无 污染 且 不 易 被 化 学 方法 合成 ， 
在 人 们 的 日 常生 活 及 各 种 行业 中 正 扮演 着 越 来 越 重要 的 角色 。 因 此 ， 植 物 天 然 产物 的 开发 一 
直 是 人 们 研究 的 热点 。 然 而 这 些 物 质 在 植物 体内 一 般 含量 很 少 ， 直 接 从 植物 中 提取 不 但 占用 
大 片 的 耕地 ， 而 且 还 可 能 造成 一 些 珍 贵 的 植物 种 类 的 灭绝 ， 例 如 ,为 了 获得 抗 癌 药 物 紫 杉 
醇 ， 原 始 的 做 法 是 从 红豆 杉 的 树 皮 中 提取 。 红 豆 杉 生长 缓慢 ， 提 取 1kg 紫杉醇 需要 1000 棵 
生长 了 100 年 的 红豆 杉 。 按 照 这 种 提取 方法 ， 红 豆 杉 很 快 就 会 从 地 球 上 消失 。 面 对 世界 人 
口 急剧 增长 和 人 类 生存 环境 极度 恶化 的 现实 ， 如 何 让 有 限 的 土地 资源 、 植 物资 源 发 挥 更 大 的 
作用 ， 以 满足 人 们 对 食品 及 其 他 功能 性 物质 的 需求 ， 成 为 当今 科学 工作 者 需要 解决 的 课题 。 
利用 植物 细胞 培养 技术 来 生产 或 转化 合成 植物 天 然 成 分 正 是 为 了 解决 生态 危机 ， 该 技术 是 为 
了 满足 人 们 对 植物 产品 的 需求 而 发 展 起 来 的 。 


10. 7. 1 食品 添加 剂 相关 产品 


1. 香 兰 素 ” 据 统 计 ， 天 然 香 兰 素 产 品 年 需求 量 很 大 ， 工 业 生 产 年 需 30t 以 上 。 美 国 已 经 
开始 采用 植物 愈 伤 组 织 培养 技术 生产 ,生产 成 本 比 化 学 合成 每 千克 低 20 美元 。 它 是 通过 建立 
细胞 悬浮 培养 物 以 及 采取 吸附 剂 来 促进 产量 的 提高 ， 这 样 培养 40 ~47d 后 ， 产 量 近 16 ~ 
18mg ' 工 ”。 通 过 用 阿 魏 酸 作为 前 体 物 质 对 香 荚 兰 愈 伤 组 织 合成 香 兰 素 的 研究 发 现 ， 不 是 阿 
魏 酸 而 是 肉桂 酸 作为 前 体 物质 转化 合成 香 兰 素 。 实 验 结果 还 表明 ， 香 兰 素 的 生物 合成 并 不 像 
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文献 中 说 的 那样 按 单一 的 直线 式 合成 途径 ， 而 是 按 复杂 的 合成 途径 进行 的 。 

2. 薄荷 油 ”目前 已 经 开始 采用 胡椒 薄荷 细胞 培养 技术 生产 工业 薄荷 油 ， 但 产量 很 低 ， 
这 主要 是 因为 菇 烯 单 体 的 不 稳定 性 及 植物 毒素 的 毒性 作用 影响 了 薄荷 油 的 合成 。 如 今 ， 胡 椒 
薄荷 中 菇 烯 单 体 的 合成 途径 已 经 基本 确定 。 此 外 ， 研 究 经 根 冶 农 杆菌 T37 转化 后 的 薄荷 项 芽 
培养 物 ， 发 现 薄荷 油 物 质 的 生物 合成 与 菇 烯 类 物质 有 关 ,， 已 测 出 菇 烯 类 物质 是 由 叶 部 的 油 腺 
所 分 泌 的 。 这 些 发 现 必 将 促进 工业 薄荷 油 的 生产 。 

3. 花 青 素 ” 它 广泛 存在 于 各 种 植物 物种 中 ， 主 要 集中 于 花 及 果实 部 分 ， 呈现 粉红 、 红 、 
紫 及 蓝 色 ， 用 作 食 品 添加 剂 可 获得 诱 人 的 自然 的 红色 。 随 着 国际 社会 对 健康 的 重视 ， 很 多 合 
成 色素 因 使 用 安全 问题 被 禁用 ， 低 毒性 的 天 然 花 青 素 就 有 着 巨大 的 应 用 潜力 。 用 选择 高 产 细 
胞 团 的 方法 ,在 MS 培养 基 上 挑选 出 繁殖 快 的 高 产 花 青 素 葡萄 细胞 系 ， 在 30L 的 小 型 发 酵 饶 
中 培养 ， 粗 花 青 素 产 率 达到 0. 3% ; 在 光照 条 件 下 悬浮 培养 花 青 素 的 土 当 归 细 胞 ， 在 500L 
发 酵 饶 中 培养 16d 收获 细胞 ， 细 胞 质量 增加 26 倍 ， 花 青 素 产 量 增加 5 倍 ， 占 细胞 干 重 的 
17.2% 。 随 着 研究 工作 的 进一步 深入 ， 植 物 细胞 培养 花 青 素 将 进入 工业 化 阶段 。 目 前 已 有 报 
道 的 能 生产 花 青 素 的 植物 有 : 大 戟 属 (Euphorbia milli) 、 浴 菊 属 ( Callist pephus chinensis) 、 
甜 生 豆 、 矢 车 菊 属 (Cemntaurea cyanus) 、 玫 瑰 花 、 紫 菊 属 ( Perilla frutescens) 、 苹 果 、 葡 萄 、 
胡 葛 上 下、 野生 胡 葛 仆 、 葡 萄 蕨 、 土 当归 、 商 陆 (Phytolaca americana)、 筋 骨 草 属 (Ajuga rep- 
tans) 、 靶 苦 属 等 。 同 时 也 报道 了 植物 细胞 培养 生产 花 青 素 的 代谢 途径 、 高 产 细胞 株 的 选 育 、 
最 佳 培养 基 的 成 分 、 细 胞 生长 时 期 与 花 青 素 积 累 的 关系 、 产 物 的 提取 等 的 研究 工作 。 报 道 过 
的 能 用 植物 细胞 培养 生产 的 色素 还 有 胡 葛 卜 素 、 叶 黄 素 、 单 黄酮 等 。 


10. 7.2 利用 植物 细胞 培养 进行 植物 无 性 系 快速 繁殖 


与 需 官 发 生 途 径 相 比 ， 通 过 悬浮 培养 植物 细胞 进行 快速 无 性 系 繁 殖 是 一 个 有 前 途 的 开发 
途径 。 这 种 方法 所 用 植物 材料 少 ， 劳 动 强度 低 ， 有 比较 潜在 的 经 济 效益 。 目 前 已 有 一 些 科技 
工作 者 从 工程 角度 开始 研究 ， 如 1981 年 报道 了 用 发 酵 缸 进行 矮 牵 牛 体 细胞 悬浮 培养 。1990 
年 ， 研 究 人 员 对 胡萝卜 体 细胞 胚 的 发 生 进行 了 研究 ， 描 述 了 底 物 的 利用 、 培 养 过 程 增殖 和 
再 生 的 动力 学 模型 。 现 在 培养 的 规模 已 经 达到 了 1000L， 培 养 的 时 间 随 培养 物 的 不 同 而 不 
同 , 1 ~6 个 月 不 等 。 目 前 使 用 的 发 酵 缸 有 旋转 鼓 风 式 、 旋 转 过 滤器 式 、 空 气 吹 动 式 、 气 泡 
柱 式 、 气 升 式 、 气 相 式 、 氧 透 膜 通气 式 、 交 叉 通 气 式 等 。 在 500L 发 酵 负 中 对 Stevia rebaudi- 
ana 的 茎 进行 悬浮 培养 ， 在 25%C 、2000Lx 光照 、15L. min 通气 量 的 培养 条 件 下 ， 每 批 可 
再 生 植株 20 万 株 。 为 了 使 发 酵 缸 里 悬浮 培养 的 体 细胞 胚胎 处 于 相同 的 发 育 时 期 ， 不 断 筛 选 
和 进行 密度 梯度 离心 以 及 优化 培养 条 件 解决 了 胡 葛 卜 体 细胞 胚 同步 发 育 的 难题 ， 实 现 了 从 单 
细胞 到 再 生 完整 植株 的 同步 化 。 相 信用 悬浮 细胞 进行 植物 无 性 系 的 快速 繁殖 一 定 会 得 到 更 广 
泛 的 应 用 ， 带 来 更 大 的 社会 效益 和 经 济 效益 。 


10.7.3 在 药物 生产 方面 的 应 用 


植物 细胞 培养 技术 在 合成 及 转化 生产 医药 品 方面 具有 重要 的 应 用 价值 。20 世纪 70 年 代 
后 ， 利 用 植物 细胞 培养 生产 一 些 药 用 有 效 成 分 已 经 在 工业 上 获得 了 成 功 。 据 80 年 代 末 期 的 
统计 表明 ， 当 时 全 世界 有 40 多 种 资源 植物 的 次 生 代谢 细胞 工程 的 研究 获得 成 功 ， 悬 浮 培 养 
体系 中 次 生 代 谢 物 质 的 产量 达到 或 超过 整 株 植物 的 产量 ， 研 究 达 到 中 试 水 平 。 其 中 培养 紫 草 
细胞 生产 紫 草 宁 的 成 功 比 较 令 人 瞩目 ，1984 年 日 本 的 Mitsui 石化 公司 利用 紫 草 的 细胞 培养 
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生产 紫 草 宁 ， 规模 达 到 750L， 产 物 最 终 浓 度 达到 1400mg . 工 -。 

20 世纪 90 年 代 至 今 ， 利 用 植物 细胞 工程 进行 天 然 产 物 的 生产 进入 了 一 个 新 的 发 展 阶 
段 ， 它 与 基因 工程 、 快 速 繁殖 形成 了 3 大 主流 。20 志 纪 90 年代， 全 世界 已 经 对 1000 多 种 植 
物 进 行 过 细胞 培养 方面 的 研究 。 利 用 植物 细胞 培养 生产 的 药 用 成 分 有 紫杉醇 、 紫 草 宁 、 人 参 
皇 背 等 一 系列 的 天 然 植物 次 生 代谢 物质 。 

1. 抗 癌 药物 一 一 紫杉醇 ” 它 是 用 于 治疗 卵巢 癌 、 乳 腺 癌 、 肺 癌 的 高 效 、 低 毒 、 广 谱 而 
且 作 用 机 制 独 特 的 抗 癌 药 物 。 日 本 从 短 叶 红 豆 棚 和 东北 红豆 杉 中 进行 愈 伤 组织 诱 导 、 筛 选 ， 
得 到 的 细胞 培养 4 周 增殖 5 倍 ， 紫 杉 醇 含量 达到 0. 05% ， 是 红豆 杉 树 皮 的 10 倍 。 筛 选 得 到 
的 细胞 株 ， 经 悬浮 培养 后 ， 细 胞 紫杉醇 含量 达到 20mg . L-!。 在 5L 反应 器 中 培养 ,细胞 接 
种 量 为 33.3% ， 经 过 10d 培养 ,细胞 干 、 湿 重 均 可 以 增加 4 倍 ， 在 第 9 天 时 ， 紫 杉 醇 含量 最 
高 可 达到 1.8ug . g 一 。 中 国 科学 院 昆明 植物 所 经 过 多 年 研究 ， 对 多 种 红豆 杉 的 不 同 外 植 体 
进行 愈 伤 组 织 的 诱导 、 培 养 ， 筛 选 出 了 紫杉醇 高 产 细胞 株 ， 并 经 10L 反应 器 扩大 培养 ， 细 胞 
生长 和 紫杉醇 含量 与 摇 瓶 培养 结果 大 致 相同 。 

2. 疗伤 药物 一 一 紫 草 宁 ” 它 可 以 用 作 创 伤 、 烧 伤 以 及 痔疮 的 治疗 药物 。1974 年 ， 研 究 
人 员 研 制 设计 出 可 使 培养 细胞 产生 紫 草 宁 衍 生物 的 培养 基 配 方 。1981 年 进行 悬浮 培养 ， 并 
得 到 紫 草 宁 衍 生物 。 日 本 在 1983 年 也 用 大 规模 紫 草 细胞 培养 来 生产 紫 草 宁 。 国 内 南京 大 学 
生物 系 从 1986 年 开始 研究 ， 得 出 在 适当 的 培养 条 件 下 ， 培 养 的 紫 草 细胞 悬浮 物 中 紫 草 宁 含 
量 占 干 重 的 14% ， 比 紫 草根 中 含量 高 几 倍 。 

3. 保健 药品 一 一 人 参 皂 昔 ”人 参 是 用 于 治疗 和 保健 的 药材 ， 主 要 成 分 是 人 参 皂 苷 。 
1964 年 国内 研究 人 员 首 先进 行 了 人 参 组 织 培养 ， 随 后 日 本 、 前 苏联 、 联 邦 德国 、 美 国 等 研 
究 人 员 发 表 有 关 文 章 。 日 本 于 1986 年 开始 用 13L 培养 钠 悬 浮 培 养 人 参 细胞 ， 从 中 提取 人 参 
皂 背 。 众 多 人 研究 结果 表明 ， 甚 浮 培 养 人 参 细胞 能 够 高 产量 地 生产 人 参 皂 苷 。 

4. 其 他 ” 除 以 上 几 种 已 经 大 规模 工业 化 培养 的 细胞 及 生产 的 医药 品 外 ， 利 用 植物 细胞 
培养 技术 生产 植物 有 效 成 分 的 报道 还 有 很 多 ， 如 毛 地 黄 毒 背 、 长 春 碱 、 长 春 新 碱 、 苯 乙醇 背 
类 、 黄 酮 类 、 多 糖 类 、 红 景 天 苷 等 。 


10.7.4 利用 植物 细胞 生物 转化 


利用 生物 体系 产生 的 酶 对 外 源 化 合 物 进行 的 酶 催化 反应 ， 有 机 化 合 物 的 官能 团 被 酶 重新 
修饰 ， 这 些 酶 的 催化 作用 具有 立体 性 和 区 域 专 一 性 ， 包 括 催化 还 原 反 应 、 氧 化 反应 、 羟 基 
化 、 乙 酰 化 、 酯 化 反应 、 糖 基 化 反应 、 同 分 异 构 化 、 甲 基 化 、 脱 甲 基 化 、 环 氧化 反应 等 的 各 
种 酶 ， 相 应 的 原料 被 转化 成 化 学 性 质 不同 且 使 用 价值 更 高 的 化 合 物 。 

到 目前 为 止 ， 国 内 外 有 一 些 生物 转化 规模 化 的 例子 ， 但 总 体 较 少 。 如 在 食品 领域 ， 在 固 
定 化 葡萄 糖 异 构 酶 的 作用 下 规模 化 生产 高 果糖 玉米 糖浆 ; 在 制药 行业 ， 第 一 个 利用 生物 转化 
技术 规模 化 生产 的 物质 是 在 被 固定 化 的 青霉素 酰基 转移 酶 的 作用 下 生产 青霉素 ; 另外 还 有 甲 
基 毛 地 黄 毒 苷 的 128 -羟基 化 转化 为 甲 基地 高 辛 ， 它 是 在 20L 或 300L 的 细胞 悬浮 培养 体系 
实现 的 ， 研 究 结果 显示 在 20 L 的 气 升 式 反应 器 中 葡萄 糖 含量 达到 8% 时 基质 中 地 高 辛 的 转化 
率 达 到 80% ; 此 外 还 有 桔梗 细胞 悬浮 培养 体系 对 斑 改 素 (catharidin) 的 生物 转化 研究 ， 原 
先 不 良 反应 较 大 的 该 物质 被 转化 为 无 不 良 反应 的 一 对 差 向 异 构 体 18 - 羟基 斑 改 素 ( Ia) 和 
la - 郑 基 斑 线 素 ( Ib) 。 
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10.7.5 其 他 


利用 植物 细胞 培养 技术 除 在 以 上 领域 有 一 定 的 应 用 外 ,在 生产 生物 农药 ， 如 鱼 蔷 酮 、 花 
椒 毒 素 、 唆 吟 、 叫 唆 素 等 也 有 应 用 。 另 外 ， 利 用 植物 细胞 培养 还 能 够 生产 植物 初生 代谢 产 
物 ， 尤 其 是 结合 基因 工程 技术 生产 有 治疗 价值 的 蛋白 质 ， 如 单 克隆 抗体 、 过 人 敏 性 蛋白 质 、 人 
血清 白 蛋白 、 干 扰 素 、 血 管 紧缩 素 等 产品 ， 应 用 非常 广泛 。 


10. 7.6 植物 细胞 培养 技术 应 用 前 景 


在 植物 细胞 培养 技术 发 展 及 应 用 的 几 十 年 中 ， 人 们 试图 在 利用 该 项 技术 生产 有 价值 的 产 
品 过 程 中 降低 生产 成 本 、 增 加 产品 的 产量 ， 提 高 植物 细胞 的 生长 速度 和 次 生 代谢 产物 的 产 
量 ， 使 其 实现 工业 化 生产 。 近 年 来 ， 提 高 植物 细胞 培养 技术 生产 次 生 代谢 产物 的 技术 方法 主 
要 有 选择 高 产 细胞 系 ， 控 制 培养 过 程 中 的 物理 因素 〈 如 光照 、pH 、 通 气 状况 、 接 种 量 等 ) 、 
化 学 因素 (培养 基 种 类 及 激素 、 添 加 诱导 子 、 前 体 物 的 饲 喂 、 添 加 抑制 剂 等 ) 、 培 养 方 法 、 
应 用 基因 工程 等 。 

虽然 植物 细胞 大 规模 培养 生产 有 用 次 生 代谢 产物 在 过 去 几 十 年 取得 了 飞速 发 展 ， 但 真正 
应 用 于 商业 化 生产 的 事例 不 多 ， 就 目前 的 工艺 ， 以 少 于 每 千克 1000 美元 的 生产 成 本 来 获得 
某 种 次 生 代谢 产物 都 是 困难 的 ， 况 且 许多 基础 理论 和 工程 技术 问题 有 待 于 进一步 研究 。 在 目 
前 已 经 研究 过 的 植物 中 ， 仅 有 175 左右 种 类 的 培养 物 中 目的 产物 的 含量 接近 或 超过 原 植 物 ， 
多 数 情况 下 培养 细胞 合成 某 些 次 生 代谢 产物 的 能 力 下 降 甚至 消失 。 因 此 充分 利用 基因 工程 的 
手段 ， 筛 选 高 产 细胞 系 ， 深 入 研究 特定 代谢 产物 的 生物 合成 途径 ， 对 培养 条 件 进 行 优 化 ， 研 
究 和 开发 适合 植物 细胞 培养 的 生物 反应 器 是 解决 这 些 问 题 的 根本 途径 ， 也 必 将 推动 方兴未艾 
的 植物 细胞 培养 技术 在 生物 工程 领域 中 发 挥 越 来 越 大 的 作用 。 


本 章 小 结 

动 、 植 物 细 胞 与 微生物 细胞 在 结构 组 成 、 培 养 特 性 及 代谢 活动 等 方面 存在 极 大 的 差异 。 
生长 繁殖 速率 慢 ， 细 胞 耐 受 剪 切 应 力 能 力 弱 ， 营 养 要 求 高 ， 环 境 适应 性 差 等 是 动 、 植 物 细 胞 
培养 过 程 中 的 典型 特点 。 但 是 ， 动 、 植 物 细胞 “反应 器 ”能 够 合成 许多 微生物 细胞 不 能 合 
成 的 重要 的 生物 制品 或 细胞 次 生 代 谢 产 物 ， 例 如 病毒 疫苗 、 淋 巴 因子 及 紫杉醇 、 人 参 皂 普 
等 ， 这 决定 了 动 、 植 物 细 胞 有 着 不 可 替代 的 地 位 。 

无 论 是 动物 细胞 还 是 植物 细胞 ， 在 离 体 条 件 下 的 生长 、 繁 殖 以 及 产物 的 合成 等 过 程 都 需 
要 经 过 一 系列 反应 。 不 同 的 细胞 对 其 环境 条 件 有 不 同 的 需求 ， 这 样 就 形成 了 千差万别 的 细胞 
反应 工程 。 
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习 题 


. 动 、 植 物 细胞 哪些 特点 决定 了 与 微生物 细胞 培养 的 差异 ? 
. 简 述 动 、 植 物 细胞 工程 的 地 位 及 主要 技术 组 成 。 

. 叙述 动 、 植 物 细胞 工程 的 应 用 。 

. 简 述 细胞 坏死 与 凋 亡 的 区 别 。 

. 简 述 动物 细胞 培养 工艺 类 型 。 

. 细胞 固定 化 的 制备 方法 。 

. 简 述 哺乳 动物 外 源 蛋 白质 表达 宿主 细胞 的 改造 。 

. 比较 动 、 植 物 细胞 培养 基 的 基本 组 成 的 区 别 。 

. 动物 细胞 培养 基 中 血清 的 作用 有 哪些 ? 

10. 简 述 细胞 培养 生物 反应 器 类 型 。 
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